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Sur le role de la rate dans les trypanosomiases 


Par MM. A. LAVERAN er A. THIROUX 


Le role de la rate dans les maladies microbiennes, bien 
qu il ait été Pobjet @un grand nombre de travaux, n'est pas 
encore ¢lucidé. 

Pour les uns, la rate favorise la conservation des germes 
pathogénes dans lorganisme; pour les autres, la rate a un role 
de protection dt soit & ses propriélés phagocytaires, soit a la 
séerétion d'une substance microbicide. 

Des expériences souvent contradictoires ont été publices ; 
avant dessayer d’établir une théorie générale, il est indispen- 
sable d’étudier le rdle de la rate dans chaque maladie micro- 
bienne en particulier. 

L’un de nous a discuté le réle de larate dans le paludisme 
et il est arrivé & conclure que, dans cette infection, la rate 
navailt pas un role spécial de défense. 

Sila phagocytose parait plus active dans la rate palustre que 
dans d’autres organes, cela tient & ce que les éléments pigmentés 
en suspension dans le sang tendent & s’y accumuler. 

« Les hématozoaires peuvent vivre dans la rate pendant 
longtemps 4 l'état latent; la rate est leur siége d’lection et c'est 
pour cela qu'elle présente, chez les palustres. des allérations 
constantes et souvent profondes '. » 

Contrairement & ce qui devrait arriver si la rate avait. dans 
le paludisme, un role de défense, infection n’augmente pas de 
eravité la suite de la splénectomie ; au contraire, si bien que 
Jonnesco a été conduit & proposer cetle opération comme 
traitement préventif de la cachexie palustre. 

{. A. Laveran, Tratté,du paludisme, 2¢ édit., Paris, 1907, p. 396. 
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Dans une autre maladie produite par des Protozoaires, dans 
le kala-azar, il parait évident que la rate est un des siéges 
d’élection des parasites. Lihypersplénie est un des caractéres 
les plus constants de l’infection et ¢’est en ponctionnant la rate 
qu on arrive & constater l’existence des Piroplasma Donovant. 

Dans les trypanosomiases, comme dans le paludisme et 
dans le kala-azar, ’hypersplénie est une des lésions les plus 
constantes; il était donc indiqué de rechercher quel était le 
role de la rate dans ces infections. Cette étude a été entreprise 
déja par plusieurs observateurs. 

Bradford et Plimmer signalent que des animaux dératés 
avant d’étre inoculés de Tr. Brucei sont morts plus vite que les 
témoins, ce qui rend probable, disent ces observateurs, une 
phagocytose active de la rate '. 

EK. Sauerbeck constate aussi que chez des rats et chez un 
chien dératés, et inoculés ensuite de Tr. Brucei, Vinfection a 
évolué un peu plus rapidement que chez les animaux normaux. 
De plus Sauerbeck insiste sur ce fait que, aprés la mort des 
animaux infectés de trypanosomes, les parasites subissent des 
altérations profondes qui se produisent plus rapidement dans la 
rate que dans d'autres organes, dans le foie notamment; dans 
les frottis frais de rate, il serait trés rare de trouver des trypa- 
nosomes intacts *. 

D’aprés Rodet et Vallet, la rate aurait des propriétés 
trypanolytiques remarquables. Lorsqu’on examine la pulpe de 
la rate d’un animal mort de trypanosomiase, on ne voit pas, 
disent ces observateurs, de trypanosomes ayant l’aspect normal, 
alors méme que cet examen est fait aussit6t apres les derniers 
instants de la vie; on n’apergoit, sur les frottis de rate, que les 
noyaux des trypanosomes sans les flagelles *. « Les trypanosomes 
sont dans la rate objet d'une destruction, et suivant un mode 
un peu spécial, en ce sens que jamais, & coté des noyaux, nous 
ne trouvons de flagelles libres, contrairement & ce qui se passe 
pour la désintégration babituelle dans le sang‘. » 
an Pe ee gi W1.-G. Puivmer, The quarterly Journ. of microse. sc., février 
we A SaverBeck, Zeitschr. frir Hygiene u. Infectionskrank., 1906, t. LI, 

3. A. Roper et G. Vater, Acad. des Sciences, 28 mai 1906, et Arch. de méd. 


expérim. et d@anat. pathol., juillet 1906. 
t. Arch. de méd. expérim. et danat. pathel., juillet 1906, p. 468. 
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eel pouvoir trypanolytique de l’extrait de rate aurait été 
constaté in vitro pay ces observateurs. 

Les ganglions lymphatiques seraient aussi des foyers de 
destruction des trypanosomes. 

G. Roux et L. Lacomme, s’appuyant sur les recherches de 
Rodet et Vallet, ont tenté d’utiliser la prétendue propriété 
trypanolylique de la rate dans le traitement des trypanoso- 
miases; ils ont annoncé qu’ils avaient vu les trypanosomes du 
Nagana disparaitre temporairement chez trois chiens auxquels 
ils avaient injecté des extraits de rate de beuf'. 

Ainsi que Rodet et Vallet l’ont fait remarquer, ces dispa- 
ritions momentanées des parasites chez des chiens infectés de 
Nagana peuvent s’expliquer par la marche natureile de Vinfec- 
tion qui comporte de semblables crises trypanolytiques °. 

Nous avons fait, sur le réle de la rate dans les trypanoso- 
miases, une série de recherches qui peuvent se résumer sous 
les trois chefs suivants : 1° état des trypanosomes dans la 
rate; 2° action in vitro de l’extrait de rate sur les trypanosomes ; 
3° évolution des trypanosomiases chez les animaux dératés 5. 

1° Erar bes TRYPANOSOMES DANS LA RATE. —Il-est exact. comme 
Pont dit Sauerbeck, Rodet et Vallet, que si lon fait des frottis 
avec la rate et avec le foie d’un animal mort de trypanosomiase, 
on constate, le plus souvent, de grandes différences entre ces 
frottis au point de vue du nombre et de l'état de conservation 
des trypanosomes; les parasites sont plus rares et plus altérés 
dans les frottis de la rate que dans ceux du foie, mais il y a 
des causes d’erreur. 

Les trypanosomes se trouvent dans le sang et non dans les 
parenchymes; il est done naturel quils existent en nombre 
d@autant plus grand dans les frottis d’organes que ces frottis 
contiennent plus de sang. Or, dans les frottis de foie. il y a 
presque toujours plus de sang que dans les frottis de rate; apres 
la mort, les vaisseaux de la rate se rétractent, tandis que ceux 
du foie restenit béants; en outre le parenchyme ramolli de la 
rate laisse dans les frottis un grand nombre de cellules du 
parenchyme splénique, alors que, dans les frottis du foie, on 

4. G. Roux et L. Lacomme, Acad. des Sciences, 9 juillet 4906. 
2. A. Roper et G. Vanier, Acad. des Sciences, 6 aout 1906. 


3. Les principaux résultats de ces recherches ont été communiqués 4 l’Aca- 
démie des Sciezces le te" juillet 1907. 
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ne trouve pour ainsi dire que des hématies. Sur les préparations 
colorées au Giemsa, cette différence est apparente méme all 
nu; le frottis de foie prend une coloration rosée ou violacée 
comme le sang, le frottis de rate prend une coloration bleuatre. 

La fixation des trypanosomes par dessiccation, qui se fait 
bien quand les trypanosomes sont dans le sang, laisse beau- 
coup a désirer quand il s’agit de frottis dans lesquels d’autres 
éléments que les hématies dominent. Les trypanosomes se 
déforment. 

Si lon sacrifie un animal qui est fortement infecté de try- 
panosomes et si l’on fait, de 5 en 5 minutes, des frottis avec 
un méme morceau de la rate, on constate que les premiers 
frottis se font facilement, parce que la rate contient encore du 
sang en assez grande quantité, mais que bientot la coupe de 
la rate devient séche, exsangue. Aprés coloration, on voit dans 
les premiers frottis des trypanosomes nombreux et bien con- 
servés, tandis que dans les suivants, les parasites deviennent 
de plus en plus rares et quils paraissent de plus en plus 
altérés. 

Au lieu de faire des frottis avec le parenchyme splénique, 
il vaut mieux piquer la rate avec une pipette effilée et retirer 
une goutte de liquide qui sert & faire un frottis. Si lon procéde 
ainsi, aussit6t aprés la mort d’un animal infecté de trypanoso- 
miase, on constate que les trypanosomes sont aussi nombreux 
dans la rate que partout ailleurs et qwils s’y trouvent avec leur 
aspect ordinaire. Rodet et Vallet eux-mémes disent d’ailleurs 
quils n’ont pas trouvé de différences, au point de vue du nom- 
bre et de l'aspect des trypanosomes, entre le sang des veines 
spléniques et celui de V’artére splénique, chez les animaux 
infectés par Tr. Brucei. 

Dans les frottis de rate, les trypanosomes se colorent moins 
facilement que dans le sang. Nous avons constaté plusieurs 
fois le fait suivant : dans un frottis de rate coloré au Giemsa, 
on ne voit pas les flagelles des trypanosomes; dans un autre 
frottis fait en méme temps que le premier, mais traité par l’azo- 
bleu avant d’étre coloré au Giemsa, les flagelles sont trés appa- 
rents ; aprés lacoloration au Giemsa seul, on aurait pu conclure 
que les flagelles avaient disparu, alors qwils étaient devenus 
seulement plus difficiles 4 colorer. 
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Parmi les nombreuses observations que nous avons recueillies 
relativement a l’état des parasites dans larate, chez les animaux 


infectés de trypanosomiase, nous citerons seulement les trois 
sulvantes. 


OBsERVATION |. — Un cobaye est inoculé le 30 mars 1907 avec un trypano- 
some provenant du Togo (virus fort de Martini). 

Le 25 avril, les trypanosomes sont assez nombreux dans le sang du 
cobaye; le 27, ils sont trés nombreux. 

Le 27 avril, Je cobaye est sacrifié et l’on procéde aussitot aprés la mort 
a examen des viscéres. La rate est fortement hypertrophiée. 

A Vaide Vune pipette on ponctionne la rate, et on fait des frottis avec le 
liquide qui a pénétré dans la pipette. Ces frottis se colorent en rose (au 
Giemsa) comme le sang Jui-méme et l’examen histologique montre des try- 
panosomes nombreux et en bon état au milieu des hématies (4, fig. 1). 

Frottis de rate faits aussitot aprés Vablation de ce viscére. Les frottis 
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Fic. I. — 4. Sang pris dans la rate avec une pipette au moment de ARS 
2 trypanosomes d’aspect normal. —2. Frottis de rate fait 5 minutes a a ae 
de ce viscére. 3 trypanosomes déformés. a, une hématie crénelée; b, O’, é ee s 
de larate. —3. Frottisde rate, 145 minutes apres Vablation de ce Ce es 
hématies; 6, élément de la rate; ¢, un noyau libre ;d, d,d, trypanosomes deformes ; 
é, e, e, noyaux de trypanosomes. — Gross. 1850 D. 
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colorés au Giemsa ont une teinte bleudtre. Au milieu des hématies et des 
éléments propres de la rate, on distingue des trypanosomes nombreux d’as- 
pect normal ou légerement déformés. 

Frottis de rate faits 5 minutes aprés l’ablation. Trypanosomes encore 
bien reconnaissables, moins nombreux que dans les frottis faits aussitot 
apres Vablation, pales et souvent déformés (2, fig. I). 

Frottis de rate faits 10 minutes aprés ablation de ce viscére. Les frottis 
colorés au Giemsa ont une teinte bleue bien différeute de la teinte rosée des 
préparations de sang. Cette teinte s’explique parce fait que les éléments 
propres de la rate dominent de beaucoup dans les frottis. Trypanosomes 
assez rares, souvent déformeés. 

Frottis de rate faits 45 minutes aprés l'ablation de ce viscére. Les frotlis 
ont une teinte bleue aprés coloration au Giemsa. On trouve difficilement 
quelques trypanosomes fortement altérés, parfois réduits au noyau (3, fig. 1). 

Frottis de foie fait au moment dela mort. La préparation, colorée au 
Giemsa, a une teinte rosée comparable a celle des préparations de sang et, 
de fait, le frottis est constitué presque wniquement par des hématies au 
milieu desquelles on voit des trypanosomes nombreux, d’aspect normal, 

Frottis fait 5 minutes aprés ablation dun morceau du foie. Méme aspect 
que dans le frottis fait au moment de Ja mort. 

Frottis de foie fait 10 minutes aprés l’ablation. Hématies toujours nom- 
breuses, cellules hépatiques moins rares que dans les premiers frottis, try- 
panosomes moins nombreux, parfois déformés. 

Frottis de foie fait 45 minutes aprés lablaltion. Le nombre des trypano- 
somes a encore diminué; les parasites sont souvent déformeés. 


OBSERVATION II. — Un cobaye est inoculé le 14 avril 1907 avec un trypano- 
some du Togo (virus fort de Martini). 

Le 4 mai, les trypanosomes sont nombreux dans le sang du cobaye qui 
est sacrifié. 

Sang recueilli dans la rate avec une pipelte aussitot aprés la mort. Dans 
les frottis fails avec le sang de la rate, les trypanosomes ont l’aspect nor- 
mal (4, fig. II), ils ne se distinguent en rien des trypanosomes du sang pris 
dans le coeur. 

Frottis de rate fails de 5 4 30 minutes aprés l’ablation de ce viscére. Les 
trypanosomes sont plus ou moins déformés, les flagelles ne se colorent plus 
(2, fig. Il). 

Frottis de rate faits 45 minutes aprés l'ablation de ce viscdre. Les try- 
panosomes sont déformés, on ne distingue souvent que les noyaux (3, fig. Il). 
En colorant par le Giemsa seul, on ne voit plus de flagelles, mais en traitant 
par lazobleu avant de faire agir le Giemsa, on voit apparailre un certain 
nombre de trypanosomes d’aspect a peu pres normal (4, fig. I); sur les pré- 
parations ainsi colorées les noyaux nus deviennent rares. 

Frottis de foie, Ces frottis contiennent beaucoup plus de sang que les 
frottisde rate, aussi prennent-ils, apréscolorationau Giemsa, uneteinte rosée 
ou lilas, alors que les frottis de rate ont une teinte bleue. On y trouve des 
trypanosomes d’aspect normal; cependant, dans les frottis fails 30 & 45 mi- 
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nutes aprés la mort,le nombre des trypanosomes diminue et il n’est pas rare 
de rencontrer des parasites déformés. 


fig. IT. — 1. Sang pris dans la rate a Ja pipette aussilot apres la mort. 2 try 
panosomes d’aspect normal. a, une hématie. 6, un leucocyte mononucléaire, — 
2. Frottis de rate 15 minutes aprés la mort. 3 trypanosomes déformeés, a, une 


hématie. ¢, un noyau de leucocyte isolé. — 3. Frottis de rate 45 minutes apres 
la mort, coloration au Giemsa. a, une hématie. c, un noyau de leucocyte altéré, 
d, da, trypanosomes altérés. e, ¢, noyaux nus de trypanosomes. — 4. Kroftis de 


rate 45 minutes aprés la mort. coloration par Vazobleu ct le Giemsa. a, une 
hématie. 6, leucocyte mononucléaire. e, noyau nu dun trypanosome, On voit en 
outre deux trypanosomes d’aspect normal et deux trypanosomes déformeés. 


Gross. 1350 D. 

Opservation II]. — Une chienne inoculée le 6 mai 1907 avee Tr. Pecaud 
meurt le 24 mai. L’aulopsie est pratiquée aussitot aprésla mort. Le cadavre 
pése 5k¢,100. La vate pése 28 grammes, elle n’est pas ramollie. 

Sang du cur: trypanosomes nombreux, d’aspect normal; les grandes 
formes dominent. 

Sang pris dans la rate 4 la pipette aussilot aprés la mort: lrypanosome 
nombreux, d’aspect normal, se colorant bien. ly a peu d’éléments de 
la rate dans Jes préparations. 

Frottis de rate fails 145 minutes apréslablation de ceviscére, Trypanosomes 
nombreux, bien conservés, se colorant par le Giemsa, a l'exception du 
flagelle qui reste pale ou incolore. Inclusions assez nombreuses de trypa- 
nosomes dans des leucocytes ou dans des ¢léments de la rate. 
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Frottis de rate faits 30 minutes aprés l’ablation. Trypanosomes toujours 
{rds reconnaissables mais les parasites déformés deviennent plus nombreux 
el les noyaux nus ne sont pas rares. 

Froltis de rate faits 45 minutes apres lablation. On ne trouve hs que 
des trypanosomes déformés; les noyaux nus prédominent. 

Froltis de rate faits 1 heure aprés lablation. On ne voit plus que des 
noyaux nusde trypanosomes; iln’y a presque plus d’hématies dans les frottis. 

Frotlis de foie faits 15 minutes aprés la mort. Trypanosomes nombreux, 
aspect normal, se colorant comme dans le sang. 

Frottis de foie faits 30 minutes aprés la mort. Trypanosomes sans flagelles 
apparents (coloration au Giemsa); noyaux nus assez nombreux, 

Frottis de foie faits 45 minutes aprés la mort. L’aspect des trypanosomes 
est le méme que dans les frottis faits 830 minutes aprés la mort. 

Frottis de moelle osseuse faits aussitot aprés la mort. Beaucoup de try- 
panosomes ont l’aspect normal, quelques-uns sont déformés. Inclusions non 
rares. 

Frotlis de moelle osseuse fails 15 minutes aprés la mort, Les flagelles des 
trypanosomes se colorent mal. 

Frottis de moelle fails 30 minutes aprés la mort. Beaucoup de trypano- 
somes sont déformés; onrencontre quelques noyaux nus. 

Frottis de moelle osseuse fails 1 heure aprés la mort. Les trypanosomes 
ayant encore un aspect a peu prés normal sont rares, les noyaux nus 
prédominent. 


Le fait que les inclusions de trypanosomes s’observent plus 
souvent dans les frottis de rate ou de moelle osseuse que dans 
les frottis de sang ou de foie s’explique facilement, puisque les 
phagocytes, trés nombreux dans les premiers frottis, sont rela- 
tivement rares dans les seconds. 

Dans les frottis de moelle osseuse ou de ganglions lympha- 
tiques faits aussitot aprés la mort, on trouve, comme dans les 
frottis de rate faits dans les mémes conditions, des trypanosomes 
Waspect normal; 

2° ACTION (IN VITRO ) DE L’EXTRAIT DE RATE SUR LES TRYPANOSOMES. 
— On a vu plus haut que, d’aprés Rodet et Vallet, Vextrait de 
rate posséderait in vitro une action trypanolytique. Les expé- 
riences qui suivent ont été entreprises pour vérifier ce fait. 

Expirirnce I. — Le 28 mai 1907, on saigne un cobaye neuf; des moreeaux 
de rate et de foie de méme poids sont broyés dans des verres stérilisés; on 


ajoute, dans chacun des verres, 2 ¢, ¢. d’eau physiologique 4 7 pour 1000, 
on broie de nouveau et on filtre sur papier. 

On fait les mélanges suivants dans des verres de montre flambés, en se 
servant du sang d’un cobaye fortement infecté de Tr, Evansi : 

a) Une goulte de sang et une goutte d’extrait de rate ; 
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b) Une goutle de sang et une goutle d’extrail de foie ; 

c) Une goutte de sang et une goutte d’eau physiologique. 

On mélange bien les goultes dans les trois verres de montre et on défi- 
brine en agitant avec la pointe effilée dune pipette. 

On fait alors avec les liquides a, f etc des préparations en goutte pendante 
qui sont examinées toutes les demi-heures au début, puis a intervalles plus 
éloignés. 

3 heures aprés le début de Pexpérience, les trypanosomes sont encore trés 
mobiles dans les trois préparations. 

Aprés 24 heures, on trouve dans les trois préparations des trypanosomes 
mobiles; les mouvements sont tres ralentis, mais ils le sont également dans 
les trois préparations, 

Apres 48 heures, on trouve encore, dans la préparation faite avec l’extrait 
de rate, quelques trypanosomes trés faiblement mobiles, alors qu’on ne voit 
plus aucun trypanosome mobile dans les deux autres préparations. 

ExpeErtENcE Il. — Onsaigne un cobaye neuf; on extraitlarate et on préléeve 
un morceau de foie du méme poids. La rate et le morceau de foie sont 
broyés dans des verres stérilisés; on ajoute, dans chacun des verres, 
5 ¢. ¢. deau physiologique 47 p. 1000 et Yon filtre sur papier. 

On prépare alors, dans des verres de montre flambés, les mélanges sui- 
vants en se servant du sang @un cobaye infecté de Surra: 

a) Une goutte de sang et une goutte d’extrait de rate; 

6) Une goutte de sang et une goulte Vextrait de foie; 

c) Une goutte de sang et une goutte de Peau physiologique qui a servi a 
faire les extraits. 

On défibrine en agilant les mélanges avee la pointe (une pipette trés 
effilée et avec chacun des mélanges on fail une préparation en goutte pen- 
dante. L’examen est pratiqué au début toutes les demi-heures, puis a inter- 
valles plus éloignés. 

Aprés 2 h. 30 minutes, on n’observe aucun changement appréciable 
dans l’aspect. des trypanosomes ; la mobilité des parasites est la méme dans 
les trois préparations. 

Aprés 18 heures, les trypanosomes sont bien conservés dans le mélange a: 
ils sont encore mobiles, les mouvements sont seulement ralentis. I] en est 
de méme pour les trypanosomes des mélanges 6 ct c. 

Aprés 24 heures, il y a encore des trypanosomes mobiles dans Jes trois 
préparations, mais le nombre des parasites a diminué, 

Aprés 42 heures, on voit encore dans les mélanges @ et / des trypanoso- 
mes trés rares, trés faiblement mobiles. Dans le mélange c, il n’y a plus 
que des trypanosomes trés déformés, immobiles. 

A partir de ce moment, les derniers parasites s'immobilisent dans les 
mélanges a et 0b. 

Expéarence Ill. — Cette expérience est inslituée dans le but de rechercher 
V’influence que peut avoir la coagulation du sang mélangé a des extrails 
d’organes et aussi l'influence du mode d’examen en goutte pendante ou 


entre Jame et lamelle. 
On saigne un cobaye neuf et on prépare des extraits de rate et de foie 
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En goutte pendante. 


ON SS 


1 goutle extrait de rate. 


1 goutte de sang. 


{ goutte extrait de rate. 
{ goutte de sang. 


2 gouttes eau citratée. 


4 goutte extrai/i 
de foie. 


1 goutte de sang 


Entre lame ct lamelle. 


Entre lame et lamelle. 


—————— 


En goutte pendante.p 
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Aprés 30 minutes.|/Trypan. bien mo-|Trypan, bien mo-]Trypan. trés  mo-|| Trypan. 
biles. biles. hiles.  Liquide|} mobiles. 

plus dilueé. 

Aprés 4 heure..|/Trypan. un peu|Trypan. un peufTrypan. encore Id. 
moins mobiles, moins mobiles.| bien mobiles. 

Apres 1 h. 30/..)frypan. & mouve-|Trypan. raves, -a]Trypan. a motilité || Trypan. moins 
ments tres ra-| mouyvementstrés}| faiblement dimi- nombreux, | 
lentis. ralentis. nuce, moins mobiles 

Aprés 2 heures..!Trypan. rares, fai-)|Trypan. tres rares,{Trypan.  encore||Trypanosome 
Dlomentmobiles.| tres  faiblement} nombreux. Mo- encore 

mobiles. lilité seulement mobiles. 
diminuce, 
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en suivant Ja méme technique que dans les expériences [ et Il, on prépare 
ensuite les mélanges suivants avec du sang de cobaye infecté de Surra ; ces 
mélanges ne sont pas défibrinés : 

a) Une goutte de sang et une goutte d’extrait de rate; 

b) Une goutte de sang et une goulte d’extrait de foie ; 

c) Une goutte de sang et une goutte d’eau physiologique. 

Avec ces différents mélanges, on fait des préparations en goutle pendante 
et des préparations ordinaires entre lame et lamelle, on fait aussi des pré- 
parations aprés addition aux mélanges de 2 gouttes d’eau citratée. 

Le tableau qui précéde résume les résultats obtenus. 

La comparaison des résultats de cette expérience avec ceux 
des expériences I et If montre que les mouvements des trypa- 
nosomes se ralentissent plus vite dans les milieux non défibrinés 
que dans les milieux défibrinés. Les mouvements des trypano- 
somes (expérience III) se sont ralentis plus vite dans les pré- 
parations du mélange sang + extrait de rate, que dans celles 
du mélange sang ++ extrait de foie, mais c’est dans les prépa- 
rations sang + eau physiologique quils ont disparu le plus 
rapidement. Devant ce résultat, il parait inutile de faire inter- 
venir des propriétés trypanolytiques de Vextrait de rate pour 
expliquer le ralentissement des mouvements des trypanosomes 
dans le mélange sang + extrait de rate. 

Afin de nous rendre compte de Vinfluence de la densité des 
liquides sur la conservation des trypanosomes, nous avons 
expérimenté avec trois solutions de chlorure de sodium chimi- 
quement pur que O. Goebel a indiquées comme permettant une 
survie plus ou moins prolongée des trypanosomes '. Ces solu- 
tions sont faites aux titres de 58",85, 118",75 et 178,50 de Na Cl 
par litre deau distillée. On mélange une goutte de sang riche 
en trypanosomes et une goutte de chacune des solutions, sans 
défibriner, et on examine au microscope. 

Au bout de 30 minutes, la mobilité des trypanosomes est la 
meéme dans les trois préparations. A partir de ce moment, la 
mobilité diminue dans les trois préparations; c’est dans la pré- 
paration faite avec la solution de chlorure de sodium 2° 
17,5 p. 4000 que les trypanosomes se conservent le mieux et 
gardentle plus longtemps leur mobilité. Au bout de 3 heures, 
les préparations sont & peu prés au méme point, on n’y rencontre 
‘que des trypanosomes rares & mouvements trés lents. 


1, Oswatp GorpeL, Sur les proprictés osmotiques des trypanosomes, Ann, de 
la Soc. de Médecine de Gand, 1906, t. LXXXVI, p. 41. 
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Au bout de 20 heures, on trouve des trypanosomes, tris 
rares et & mouvements tres lents, dans toutes les préparations ; 
au bout de quarante-quatre heures, on en rencontre encore 
quelques-uns. 

En résumé, le plus grand nombre des trypanosomes qui se 
trouvent dans une goutte de sang s immobilisent au bout de 2a 
5 heures quand on mélange le sang & une solution de chlorure 
de sodium de 64 17 p. 1000; un petit nombre restent encore 
mobiles aprés un laps de temps qui peut atteindre 48 heures. 
Les choses se passent de méme quand on ajoute a l'eau salée 
des extraits de foie ou de rate qui, par eux-mémes, n’ont pas 
d’action trypanolytique ; 

3° EVOLUTION DES TRYPANOSOMIASES SUR DES ANIMAUX DERATES. — 
D’aprés les recherches de Bradford et Plimmer et de E. Sauer- 
beck, déja citées, ’évolution du Nagana est un peu plus rapide 
chez les animaux dératés (lapins, chiens, chats, rats) que chez 
les animaux normaux. 

En 1904, Pun de nous constatait avec M. Mesnil qu’un rat 
dératé inoculé de Nagana s était comporté exactement comme 
un rat témoin '. 

Nos expériences ont porté sur 5 cobayes et sur 2 rats. Nous 
donnons ci-dessous les observations de 3 cobayes et des deux 
rats, avec celles des témoins. Des tracés indiquent, pour cha- 
que expérience, les variations observées dans le nombre des 
trypanosomes chez les animaux dératés et chez les témoins. 

Expéirence I. — A, Un cobaye du poids de 285 grammes est dératé le 
28 avril 1907. Le 7 mai, le cobaye, qui est guéri de l’opération, est inoculé 
de Surra? sous la peau. 

_ Le 43 mai, on trouve dans le sang du cobaye des trypanosomes trés 
rares. 

14 et 145 mai, trypanosomes asseznombreux. — 16, nombreux. — 17, assez 
nombreux. 

48 et 19 mai, l’examen du sang est négatif. 

20 mai, trypanosomes assez nombreux, — Du 24 au 27, les trypanosomes 
sont trés nombreux. L’examen de plusieurs préparations de sang desséché et 
coloré ne révéle pas l’existence d’inclusions des trypanosomes dans les ieu- 
cocytes. 

Le 28 mai, le cobaye est trouvé mort. 

Autopsie. La plaie vbdominale est bien cicatriséc. Il n’y a pas de péri- 


{. A. LAveran ect F, Mesnit, Trypanosomes et trypanosomiases, 1904, p. 1418. 
2. Le virus qui a servi pour toutes ces expériences -est Je virus du Surra 
de Maurice. 
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tonite, La rate a été complétement enlevée. Au moment de Vautopsie, faite 
plusieurs heures aprés la mort, le sang est déja en partie coagulé dans le 
coeur, on ne trouve plus dans les organes, comme dans le sang, que des 
trypanosomes en mauvais ¢lal. 

B. Un cobaye témoin, du poids de 555 grammes, est inoculé de Surra 
de 7 mai sous la peau; il recoit la méme quantité de virus que le cobaye 
dératé, 


16 mai, trypanosomes tres rares. — 17 mai, rares. — Du 18 au 20 mai, 
tres rares. — 24 et 22 mai, nombreux. — 25, rares. 
Mort le 25 mal. 
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Ficure Ill. — Les tracés de la figure III donnent, pour le cobaye dératé et 
pour le témoin, les variations observées dans le nombre des trypanosomes. I est 
a noter que la crise trypanolytique s’est mieux faite (148 et 19 mai) chez le cobaye 
dératé que chez le témoin, 


Autopsie faite immédiatement aprés la mort. Hémorragie intrapéritonéale 
abondante. La rate pése 6 grammes, elle est trés friable; il existe une déchi- 
rure de la rate qui a étéle point de départ de Phémorragie et qui a di hater 
la mort. 

Expkarence Il, — A. Un cobaye du poids de 510 grammes est dératé le 
10 mai 1907. Le 24 mai, le cobaye qui est guéri de ’opération est inoculé 
de Surra sous la peau. 

Le 27 mai, on trouve dans le sang du cobaye des trypanosomes trés 
rares. Du28 au 31 mai, trypanosomes nombreux. —4er juin, asseznombreux. 
— Du 2 au3 juin, l’examen du sang est négatif. — 4 juin, trypanosomes 
rares, —5 juin, nombreux. — 9 juin, trés nombreux ; dans une préparation 
de sang desséché et coloré, on trouve, au cours d’un examen qui a duré 
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15 minutes, une seule inclusion de trypanosome (noyau) dans un leucocyte. 
— 7 juin, trypanosomes trés nombreus. 


Mort Je 7 juin. 

Autopsie faite quelques heures aprés la mort. La plaie abdominale esl 
bien cicatrisée. I] n’y a pas de péritonite. La rate a élé complétement| 
enlevée. 

Les ganglions inguinaux du coté gauche sont légérement hypertrophiés. 
{| n’y a plus de trypanosomes mobiles dans le sang. 

B. Un cobaye lémoin, du poids de 365 grammes, esi inoculé sous la peau 
le 214 mai avec le méme vires que le cobaye dératé; les deux animaux 
recoivent les mémes quantilés de virus. 

27 et 28 mai, trypanosomes assez nombreux dans le sang du cobaye. — 
29 et 30, trés nombreux. 

Mort le 30 mai. 
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Ficure IV. — Les tracés de la figure 1V donnent pour le cobaye dérate et 


pour le témoin les variations observées dans le nombre des trypanosomes. I] 
est a noter que la crise trypanolytique s'est bien faite chez le cobaye dérateé 
(les 2 et 3 juin); chez le témoin, la rapidité de Péyolution de linfection n’a pas 
laisséa cette crise le temps de se produire, 

Autopsie faite immédiatement aprés la mort. La rate est trés yolumi- 
neuse. Les ganglions inguinaux sont hypertrophiés, La moelle osseuse est 
rouge, hyperémiée; dans les frottis faits aussitot aprés la mort on trouve 
de nombreux trypanosomes bien conservés et des inclusions non rares. 

Exprrience Ill. — A. Un cobaye du poids de 395 grammes est dératé le 
40 mai 1907. Le 24 mai, le cobaye, qui est guéri de l’opération, est inoculé 
de Surra sous la peau, 

Le 28 mai, on trouve dans le sang du cobaye des trypanosomes trés 
rares. — 29 et 30 mai, trypanosomes assez nombreux, — 31 mai, nombreux. 
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— der juin, nombreux, — 2 juin, rares, — 3 juin, trés rares. — Le 4 juin, 
lexamen du sang est négatif. — 5 juin, trypanosomes trés rares, — 6 juin, 
nombreux. — 7 et 8 juin, trés nombreux. — 9 juin, assez nombreux. — 10 


et 41, trés nombreux. 

Dans une préparation de sang du 10 mai, on trouve deux inclusions de 
trypanosomes dans des leucocytes au cours d’un examen de 15 minutes. 

Mort le 14 juin & 5 heures du soir. 

Autopsie faite aussitot aprés la mort. La plaie abdominale est bien 
cicatrisée. Pas de péritonite. La rate a été complétement enlevée. Ganglions. 
inguinaux un peu augmentés de volume. 

La moelle osseuse est rouge et parait congestionnée. Dans les frottis de 
moelle osseuse il y a beaucoup d’hématies ; les trypanosomes sont nombreux 
et en bon état, ilsse colorent assez bien. 

B. Un cobaye témoin, du poids de 425 grammes, est inoculé le 21 mai 
sous la peau avec le méme yirus que le cobaye dératé; les deux cobayes. 
recoivent la méme quantilé de virus. 
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Ficurne V. — Les tracés de la figure V donnent, pour le cobaye dératé et pour 
le témoin, les variations observées dans le nombre des trypanosomes. La crise 
trypanolytique s’est faite chez le cobaye dératé comme chez le témoin. 


Tres Lares 


27 et 28 mai, trypanosomes assez nombreux dans le sang du cobaye. 
— 29 mai, trypanosomes rares. — 30 mai, trés rares. — 314 mai, l’examen 
du sang est négatif. — er et 2 juin, trypanosomes rares. — Du3 au 7 juin, 
trypanosomes assez nombreux, — 8 juin, trypanosomes trés nombreux. 

Dans une préparation de sang du 8 juin, on trouve quatre inclusions de 
trypanosomes dans des mononucléaires au cours d’un examen qui dure 
15 minutes, 

Le cobaye meurt le 8 juin. 
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Autopsie faite aussitot aprés la mort. La rate pése 28r,50. Les ganglions 
inguinaux sont légérement augmentés de volume. La moelle osseuse est 
rouge hyperémiée. 


Expsrience IV, — A. Un rat, du poids de 120 grammes, est dératé le 
10 mai 1907, Le 21 mai, le rat, qui est guéri de Popération, est inoculé de 
Surra sous la peau. 

Le 24 et le 25 mai, l’examen du sang du rat est négatif. — 26 mai, 
trypanosomes non rares. — 27 mai, nombreux. — 28 mai, tres nombreux, 

Mort dans la journée du 28 mai, 
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Fieure VI, 

Autopsie. La plaie abdominale est bien cicatrisée, pas de péritonite; la 
rate a été complétement enlevée. Les ganglions axillaires sont notablement 
augmentés de volume, l’hypertrophie des ganglions Ae ee est moins 
marquée que celle des ganglions axillaires. 

B. Un rat, du poids de 108 grammes, est inoculé le 21 mai de Surra 
sous la peau; il recoit la méme quantité de virus que le rat dératé auquel il 
sert de témoin. . 
~ Le 24 mai, l’examen du sang du rat est négatif. — 25 mai, trypanosomes 
trés rares. — 26 mai, trypanosomes nombreux, — 27 mai, trés nombreux. 

Trouvé mort le 28 mai, au matin, 

La rate pése 18",30, ° 

Les tracés de la figure VI montrent que l’infection a eu a: “int es peu prés 
la méme éyolution chez le rat dératé et chez le témoin. 

Expérmnce V. — A. Un rat. du poids de 100 grammes. est. dératé le 
40 mai 1907, Le 21 mai, le rat, qui est guéri de Pe Mace est. LG de 
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Les 24 et 25 mai, l’examen du sang du rat est négatif, — 28 mai, trypa- 
nosomes non rares. — 27 mai, trypanosomes nombreux; 4 14 heures du 
matin, le rat pousse quelques cris, il a des mouvements nee et meurt 
brusquement; les accidents ont duré une minute au plus. 

Deux préparations de sang du 27 mai dans Jesquelles les parasites sont 
tres nombreux‘sont examinées longuement, aprés coloration, sans qu’on y 
découvre des inclusions de trypanosomes dans des leucocytes. 

Autopsie faite immédiatement aprés la mort, La plaie abdominale est 
Bien cicalrisée; il n’y a pas de péritonite; la rate a été compléetement 
enlevée. : 

.. Les frottisde moelle osseuse contiennent peu d’hématies et peu de trypa- 
nosomes, souvent réduits au noyau; inclusions assez nombreuses, 
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Figure VII. 


B. Un rat, du poids de 100 grammes, est inoculé le 24 mai de Surra 
sous la peau; il recoit la méme quantité de virus que le rat dératé auquel il 
sert de témoin. 

Le 24 mai, l’examendu sang du rat est négatif. — 25 mai, trypanosomes 
rares. — 26 mai, trypanosomes nombreux, — 27 mai, trés nombreux. Dans 
des frottis de sang colorés, on cherche vainement des inclusions de trypano- 
somes dans des leucocytes. ~ 

Le rat est trouvé mort le 28 mai au matin (il est mort dans la nuit du 
27 au 28). La rate pése 48",50. 

Les tracés de la figure VI] montrent que l’infection a eu & trés peu prés 
la méme évolution chez le rat dératé et chez le témoin, 


‘La durée moyenne de la maladie chez les cobayes dératés 
a été de 17 jours; chezles témoins, ellea été de 23 jours ; mais 
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cette différence dans la durée est due & ce qu'un des témoins a 
survécu 47 jours 4 Vinoculation, ce qui est un fait exceptionnel 
avec le virus que nous avons employé'; dansles expériences I, I 
et IIT, des cobayes dératés ont survécu 21 et 22 jours & l’inocu- 
lation, alors que les témoins mouraient en 18 (eats un des 
témoins est méme mort en 9 jours. 

Chez les deux rats dératés, la durée de la maladie a été de 
6 etde 7 jours, alors qu'elle était de 7 jours chez les témoins. 

Chez les cobayes dératés, la crise trypanolytique s'est 
produite comme chez les cobayes normaux (fig. Ill, IV, V) et 
souvent mieux que chez les témoins. 

Les inclusions de trypanosomes dans des leucocytes non 
pas été observées plus souvent dans le sang des cobayes 
dératés que dans le sang des cobayes normaux. 

L’aspect de la moelle osseuse chez les animaux dératés n’a 
pas paru différer de celui de la moelle des animaux normaux ; 
les inclusions ont été notées quelquefois comme plus nom- 
breuses. 

Les infections produites par des trypanosomes saccom- 
pagnent en général d’hypersplénie et parfois cette hypersplénie 
atteint des proportions énormes. Pour une méme trypanoso- 
miase, le Surra par exemple, on observe d/ailleurs de grandes 
différences suivant les espéces animales: Ihypersplénie trés 
marquée chez le chien, le cobaye, le rat et la souris est légére 
chez le lapin, chez les ovinés et les caprins. C'est chez les 
animaux qui ont le plus grand nombre de parasites dans le 
sang que Vhypersplénie atteint ses plus fortes proportions. II 
semble que le rapport devrait étre inverse si la rate avait la 
propriété de détruire les trypanosomes, 

L’hypertrophie des ganglions lymphatiques, si commune 
dans la trypanosomiase humaine, est en rapport avec la pullu- 
lation des parasites dans ces glandes et c’est en ponctionnant 
les ganglions hypertrophiés que l’on constate le plus facilement 
lexisteace des trypanosomes, 


Nous croyons pouvoir tirer de nos recherches les conclu- 
sions suivantes : 
4. Ce virus, 2 la suite de nombreux passages par cobayes, est devenu plus 


virulent pour ces animaux qu'il n’était au debut de mes recherches, ily a quatre 
ans. A. LAvERAN, 
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1° Quand on se place dans de bonnes conditions d’observa- 


tion, on constate que les trypanosomes pris dans la rate pendant 


la vie ou aussit6t aprés la mort ont le méme aspect que ceux 
qui ont été recueillis dans le sang de la grande circulation ; 
2° L’extrait de rate n’a pas de propriétés trypanolytiques 
m vitro ; : 
3° Chez les animaux dératés, Pévolution des trypanoso- 
miases n’est pas sensiblement modifiée ; 
4° Dans les trypanosomiases, comme dans le paludisme, la 
rate contribue sans doute & débarrasser la circulation des débris 
des hématozoaires, a la suite des crises trypanolytiques, comme 
ala suite des accés palustres, mais 4 cela parait se borner son 
role’. ) 
4. Ce travail était déja imprimé quand une nouvelle note de MM. Rodet et 
Vallet a été communiquée & PAcadémie des Sciences (séance du 22 juillet 1907) ; 
nous croyvons avoir montré (Acad. des Sciences, 29 juillet 1907) que les nouveaux 


arguments invoqués par MM. Rodet et Vallet en faveur du pouvoir destructeur 
de la rate sur les trypanosomes ne sont pas convaincants, 


Action du “Bacillus subtilis” sur diverses bactérias 


Par MAURICE NICOLLE 


Nous avons fait — a différentes époques et nous plagant 4 
des points de vue variés — un grand nombre d’expériences 
concernant l’action du B. subtilis sur d’autres bactéries. Il nous 
a paru indiqué de réunir aujourd’hui, sous une forme aussi 
concise que possible, les résultats de la majorité de ces expé- 
riences. Mais le sujet n’est point épuisé; loin de la, et nous 
aurons l’occasion d’y revenir. 


CARACTERES PRINCIPAUX DU B. SUBTILIS 
EMPLOYE DANS NOS EXPERIENCES 


Il s’agit dun B. subtilis type, isolé jadis de lair, & Constan- 
tinople. Il liquéfie la gélatine, le sérum coagulé et ’ovalbumine 
eoagulée (& condition, toutefois, que l’on additionne celle-ci, 
avant coagulation, d'un quart de bouillon ordinaire, sans quoi 
le développement n’a point lieu). 

Il « éclaircit » le lait. Ses cultures filtrées jouissent de pro- 
priétés intéressantes et notamment d’un pouvoir bactériolytique 
élevé, ainsi qu’on le verra plus loin. 

Les meilleurs filtrats sont obtenus en cultivant, & 37°, notre 
subtilis dans le bouillon peptonisé (2 0/0), réparti en boites de 
Roux, a raison de 100 c. c. de milieu par boite. Les bouillons 
peptonisés & 1 0/0, 3 0/0 et 4 0/0 — Peau peptonisée a 2 0/0, 
gélatinisée ou non — le bouillon peptonisé (2 0/0) et glu- 
cosé (0,5 0/0)— se montrent moins bons. Les filtrats de cultures 
en lait demeurent trés médiocres ; ceux de cultures en liquide 
Frinkel, quasi-inefficaces, 

Le meilleur moment, pour procéder a la filtration, est le 
4° jour (3 jours pleins); avant ou aprés, on risque d’avoir des 
résultats moins satisfaisants. 

Nos filtrats sont inactifs sur le sérum coagulé, ]’ovalbumine 
coagulée et le lait; ils liquéfient la gélatine, hémolysent. les 
elobules .rouges (lapin) et se montrent fortement kinasiques 
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(Delezenne ‘); enfin, ils offrent une parfaite innocuité : un lapin 
a pu recevoir, impunément, 300 c. c. en 73 jours, dans le péri- 
toine. Du reste, le subtilis, lui-méme, apparait bien peu toxique ; 
nous avons fait voir, ailleurs (Ktudes sur la morve expéri- 
mentale), que les masses microbiennes provenant de cultures 
sur milieu solide, exposées aux vapeurs chloroformiques (quine 
tuent point les spores, méme aprés 190 jours & 37°) étaient 
supportées & dose énorme par les cobayes. Ces animaux ne 
succombent jamais lorsqu’on leur injecte 08,50 dans Vabdo- 
men; avec 1 gramme, la résistance s’observe le plus souvent> 
il faut aller jusqu’é 2 grammes pour tuer réguliérement (lors 
dune terminaison rapide,on rencontre un épanchement péri- 
tonéal, qui donne des cultures positives; lors d'une terminaison 
lente, le cadavre ne présente aucune lésion et demeure stérile). 

Nous avons fait quelques expériences, avec plusieurs orga- 
nismes voisins du subtilis tels que : les tyrothrix distortus, 
geniculatus, tenuis... de Duclaux — deux échantillons de mesen- 
fericus — et un bacille isolé par notre collégue Mazé. Ces 
organismes se comportent, d’une facon générale, comme le 
subtilis, mais leurs propriétés bactériolytiques demeurent habi- 
tuellement moins accentuées. 

Liinfluence du subéilis sur les autres microbes a été étudiée, 
disions-nous, a des pots de vue variés. Nous envisagerons, 
successivement, dans ce travail: le développement simul- 
tané du subtilis et dune autre bactérie (cultures symbiotiques) 
— le développement du subtilis aux dépens de différents germes — 
et le pouvoir bactérialytique des filtrats de subtilis vis-a-vis @un 
certain nombre d’organismes (et, en particulier, du pneumocoque). 
: CULTURES SYMBIOTIQUES 

Le D* Roux a démontré, il y a des années, que les anaérobies 
siricis se développent aisément dans les liquides exposés au 
contact de l’air,lorsqu’on ensemence, en méme temps, le bacillus 
subtilis. La culture, en voile, de cet aérobie strict absorbe, 
durant sa formation,l’oxygéne dissous par le milieu et empéche, 
une fois formée, toute aération ultérieure; d’ou la croissance 
facile de ’anaérobie associé. 


1. Les kinases microbiennes. Leur action sur le pouvoir digestif du sue 
pancréatique vis-a-vis de ’albumine (C. &. Soc. de Biologie, 1902, p. 998). 
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Plus tard, Debrand appliqua ces données, avec succes, a la 
production de la toxine tétanique. Nous avons fait, de notre 
cété, des expériences analogues, portant sur plusieurs anaéro- 
bies. En voici le résumé. 

Bacille tétanique. — Dans ce cas et dans les suivants, nous 
employions, comme vases de culture, des flacons ordinaires de 
pharmacie (125 c. c.), contenant 100 c. c. de milieu. En bouillon 
peptonisé classique (1 0/0 de peptone), le B. tétanique dont nous 
nous servions 4 Constantinople, ensemencé avec le B. subtilis, 
fournissait, vers le 5° jour (optimum d’activité), une toxine 
susceptible de tuer rapidement le cobaye adulte sous le volume 
de 1/2 0000° de c. c. Cette toxine nous a permis d’obtenir, par 
injections répétées au cheval, un excellent sérum antitétanique. 
Nos recherches confirment donc pleinement celles de Debran 1. 

Vibrion septique. — Nous avons étudié, parallélement, trois 
échantillons différents de pouvoir toxigéne tres variable 
(cultures en bouillon-Martin). Le maximum dactivité des 
filirats (Berkefeld) s’est manifesté, ici encore, vers le 5° jour; 
le 10° jour, 5c. c. des « bons » filtrats (et, a fortiori, des « mau- 
vais »), injectés dans les veines du lapin, n’ont jamais déter- 
miné d’accidents. Les expériences suivantes prouvent que, tout 
au moins pour le vibrion B, le bacille de Mazé donne de 
meilleurs résultats que le subtilis. 


Filtrats du 5e jour. / Vib. A.. + subéilis: mort.en 1 &2 heures (3 exp.). 
Injection de 5 C. C. \ Wib. Bh } als subtilis : émaciation moyenne (8 exp.). 
dans les veines +b. Mazé: morten10 a 17 minutes (3 exp.). 
du lapin adulte/_. + subtilis : aucun effet (3 expériences). 
(2,000 a 2,500 ne eS +b. Mazé: aucun effet (3 expériences). 
Bacterium Chauvoei. — Nous avons étudié, parallélement 
(cultures en bouillon-Martin), deux échantillons, dont Pun s'est 
montré atoxigéne. Les filtrats du second, actifs le 5° jour, ne 
Pétaient plus le 10%. Avec le B. Chawvoei B, le B. de Mazé 
Vemportait encore sur le subtilis, comme on va le voir. 


( + subtilis : mort en 1 jour a1 j. 1/2 (3 exp.). 


Inj. de 5c. c. dans les 
J / 
(4 b.Mazé: mort en 1-2 heures {8 expér.), 


v. du lapin adulte, 


Filtrats du 5¢ jour. ( Bac. A..-+ subtilis : aucun effet (3 expériences). 
es B. 


Bacillus perfringens. — Les filtrats, obtenus par culture a 
Vabri de Vair, sont inactifs (Veillon — communication orale) ; 
la symbiose ne nous a pas donné de meilleurs résultats. 
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Bacillus putrificus coli. — Les filtrats des cultures anaérobies 
ne jouissent d’aucun pouvoir toxique (Bienstock) ; de méme, 
dans nos expériences avec le subtilis. 

En somme, la méthode Roux-Debrand, d’une application si 
simple, est appelée certainement a rendre de grands services ; 
nous la considérons méme, pour notre part, comme la méthode 
d’élection, quand on tient a éviter les surprises dans la prépara- 
tion des toxines des anaérobies. Il nous a toujours semblé, en 
effet, lors de nos expériences comparatives, qu elle fournissait, 
bien plus réguli¢rement que le procédé classique, des poisons 
trés actifs, vers le 5° jour de culture. Par contre, il est indé- 
niable que l’efficacité de ces poisons ne tarde point a fléchir. 
L’explication de tels faits n’offre aucune difficulté: dune part, 
le subtilis (ou le B. de Mazé) ajoute son action hétérolysante a 
laction autolysante de Vanaérobie associé, d’ot une mise en 
liberté plus hative de la toxine; — d’autre part, il détruit éner- 
giquement cette toxine, au fur et a mesure de sa libération; 
aussi arrive-t-il bient6t un moment a partir duquel la _perte 
l’emportera de plus en plus sur le gain. I] faut donc s’arranger 
pour utiliser les cultures vers le 5° jour, ou bien les précipiter 
alors, par le sulfate d’ammoniaque, afin de conserver les poi- 
sons a leur état de toxicité maxima. 

Nous avons fait quelques expériences de symbiose, avec le 
subtilis et divers anaérobies facultatifs. Encore que peunombreux, 
les résultats paraissent intéressants et nous nous proposons de 
ne point abandonner cette voie nouvelle. 


DEVELOPPEMENT DU SUBTILIS AUX DEPENS 
DE DIFFERENTS GERMES 

Sion émulsionne, en eau physiologique (et, éventuellement, 
en liquide Frankel), diverses bactéries cultivées sur milieu 
solide, de fagon & obtenir une suspension épaisse, et que l’on 
ensemence le subtilis dans ce milieu inhabituel, on observe un 
développement, d’ordinaire trés riche, aux dépens des germes 
nourriciers. Corrélativement, la suspension « s’éclaircit » plus 
ou moins complétement et cet éclaircissement varie, bien 
entendu, suivant l’organisme en jeu. 

De tous les microbes étudiés par nous, le pneumocoque se 
montre le plus sensible & l’action bactériolysante du subtilis: 
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puis, viennent le B. de la morve, le B. typhique, le B. char- 
bonneux (mais non la spore), le B. de Shiga...; le staphylo- 
coque est moins touché, le B. swipestifer fort peu. 

, (Nota. — [injection des cultures morveuses, « éclaircies » parle subtilis, 
n'a jamais permis de vacciner le cobaye contre le virus vivant.) 

On peut également ensemencer le subtilis dans les cultures 
bactériennes liquides déja développées; les résultats sont de 
méme ordre que tout al’heure et les phénoménes rappellent beau- 
coup ceux dont nous avons parlé au chapitre des associations 
symbiotiques. 

L’action bactériolysante du subtilis 6tant bien établie, il était 
indiqué de s’adresser de préférence aux filtrats de ce microbe ; 
c’est ce que nous avons fait. 


POUVOIR BACTERIOLYTIQUEDES FILTRATS DE SUBTILIS 
VIS-A-VIS D?UN CERTAIN NOMBRE D’ORGANISMES 


_ Si lon émulsionne, dans ces filtrats, les bactéries qui ont 
été mentionnées plus haut, cultivées sur milieu solide (& raison 
de 1/2 centigramme de microbes pour 2 c. c. de filtrat), et si on 
porte a l’étuve pendant 24 heures, on constate, ici encore, un 
« éclaircissement » plus ou moins complet, parfois suivi d’un 
développement des germes demeurés saufs. II est aisé d’entra- 
ver ce développement & Vaide d'une trace de chloroforme, 
mais. il faut savoir que l’on ajoute alors l’action autolysante 
de Vorganisme a l’action hétérolysante du filtrat; dot la 
nécessité de faire entrer en ligne de compte ce second facteur 
dans l’appréciation des résultats obtenus. 

‘Le pneumocoque se dissout facilement; puis, viennent : le 
B. de la morve, le B. typhique, le B. coli, le vibrion cholé- 
rique... comme avec le szbtilis vivant. 

On peut varier l’expérience en mélant (a parties égales) les 
filtrats bactériolytiques et les cultures liquides des germes 
étudiés. Et ’on observe toujours les mémes apparences : le 
pneumocoque tient la téte; le B. de la morve, le B. pesteux, le 
B. typhique, le B. charbonneux, le B. suisepticus, le vibrion 
cholérique... le suivent, & une distance plus ou moins grande; 
le B. suipestifer ne semble pas attaqué. 


(Nota. — La « solution » de B. charbonneux [préalablement fillrée —les 
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spores résistant a l’action bactériolysante] est tres bien supportée par les 
animaux [on peut en injecter jusqu’a 20 ¢, c. a Ja fois dans le péritoine du 
cobaye et 40, dans celui du lapin], mais ne les immunise point [un cobaye 
qui avait recu, du6 décembre 1902 au 26 février 1903, 150 c. c. dans le péri- 
toine, et unlapin qui avait recu, du 15 octobre 1902 au 7 mars 1903760. c¢. 
parla méme voie n’ont manifesté aucune augmentation de résistance |. ue 

Par contre, la « solution » de B. suisepticus semble jouir de propriétés 
vaccinantes [lapin].) 

En résumé, les résultats qui précédent rappellent trés exac- 
tement, au point de yue de la « solubilité » respective des 
diverses bactéries, ceux que nous avons obtenus, avec Adil-bey, 
lors de nos recherches sur V’action bactériolysante de la bile 
(ces Annales, janvier 1907). Ils sont également comparables, sous 
ce rapport, & ceux que fournissent les expériences d’autolyse 
— ainsi que nous le démontrerons dans un autre travail. 


ACTION DES FILTRATS DE SUBTILIS SUR LE 


PNEUMOCOQUE 
Le pouvoir bactériolytique que ces filtrats manifestent vis- 
a-vis du microbe de Talamon-Friinkel — tout comme celui 


qu’exerce la bile — permet d’aborder le probléme de la vacci- 
nation antipneumococcique par un cdté nouveau. Aussi nous 
étendrons-nous un peu sur le sujet. 

Technique. — On mélange, a parties égales, les filtrats de 
subtilis et les cultures de pneumocoque (ces derniéres, faites en 
eau peptonisée [2 0/0], salée [0,5 0/0] et glucosée [0, 50/0] et 
datant de 24 heures). On scelle le tube ou le ballon qui con-_ 
tiennent le mélange, on agite et on place & 40°. Les cultures, 
trés riches, s’éclaircissent généralement en quelques heures et 
se montrent presque toujours stériles, le lendemain, lorsqu’on 
les injecte aux animaux sous le volume de 20-40 c. c. Exception- 
nellement, des unités microbiennes peuvent avoir échappé & 
la bactériolyse et les lapins périront plus ou moins vite (d’ordi- 
naire, aprés plusieurs jours seulement). Afin d’éviter ce contre- 
temps, nous conseillons de filtrer les « solutions pneumococ- 
ciques, Ou, mieux encore, d’ajouter, dés le début de l’expérience, 
1 goutte de chloroforme par 10 c. c. de mélange; dans ce 
dernier cas, Vautolyse joindra forcément ses effets & ceux de 


’hétérolyse, mais, pratiquement, la chose est sans importance 
aucune. . 
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(Remarques. — Pour faire pousser le pneumocoque en eau peptonisée 
sucrée, nous nous servons, comme semence, d’une culture de 24 heures en 
bouillon-Martin-ascite. [] ne faut pas employer plus d’une goutte de celle-ci 
pour 10 c¢, c, d’eau peptonisée sucrée, sans quoi V’excés de sérosité périto- 
néale géne la dissolution du pneumocoque. Corrélativement, la culture- 
mére ne doit point avoir plus de 24 heures, car une goutte de semence plus 
igée ne suffit pas a fertiliser 10 c.c. du milieu glucosé. 

Le pneumocoque, cultivé en eau peptonisée sucrée, puis lavé a l’eau 
physiologique [par centrifugage] et émulsionné avec l’eau physiologique, se 
montre bien plus soluble que laculture originelle dans les filtrats de subtilis, 
ce qui tient, évidemment, 4 Vélimination de substances empéchantes. 
[Nous avons observé le méme phénoméne, avec Adil-bey, lors de nos études 
sur la bile, citées plus haut. ] 


Résultats. expérimentaux. — Les « solutions pneumococei- 
ques ») vaccinent aisément Tes lapins (2,000 a 2,500 gram- 
mes) contre l’injection sous-cutanée de 10 c. c. d’une culture 
en bouillon-ascite (1 jour), dose mortelle dans les 24 heures 
(notre pneumocoque faisait encore périr les animaux a 10 c.c.; 
nous navons point étudié les dilutions plus étendues). La voie, 
employée de préférence pour Vimmunisation, a été la voie 
abdominale. 20 c. c. de mélange clair suffisent, & de trés rares 
exceptions prés; mais, si l’on veut réussir constamment, il 
vaut mieux aller jusqu’a 40 c. c., d’autant que le vaccin se 
montre d’une parfaite innocuité. Aucun degré de résistance n’a 
pu étre obtenu avant le 4° jour (3 jours pleins), que les 
mélanges fussent restés 1, 2, 3... ou 10 jours dans I’étuve, ou 
qu'on ett mis en cuvre divers artifices (inutiles & rapporter 
ici), avec lespoir de rendre limmunité plus précoce. Apres 
3 jours pleins, on mobserve, en général, qu'un retard sur les 
témoins, mais ce retard est habituellement marqué. Aprés 
4 jours, et, a fortiori, apres 5, 6... 10 jours, Vanimal résiste ; 
il maigrit souvent, mais ne tarde pas & reprendre son poids 
initial. 

Au lieu de la voie abdominale, on peut s’adresser aux voves 
intra—veineuse ou intra-musculaire; le résultat est le méme : 
point de résistance avant 3 jours pleins. Les filtrats de subtilis 
étant tres alcalins, le mélange le demeure encore notablement, 
malgré Vacidité des cultures pneumococciques; c’est 1a un 
véritable inconvénient, lorsque l’on se propose de vacciner les 
lapins par la voie sous-cutanée. Il suffira de neutraliser les 
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«solutions » microbiennes avec l’acide acétique dilué, pour 
éviter une trop vive réaction locale; nous conseillons égale- 
ment d’injecter le liquide neutre en 4 points différents du tissu 
cellulaire. Ces précautions prises, on verra limmunité appa- 
raitre comme d’habitude. — Cette immunité semble, dans tous 
les cas, commencer a fléchir vers le 3° mois. 

Parallélement & Ja méthode précédente, il était indiqué 
d’étudier Vimmunisation par des doses égales de cultures 
chauffées (1/2 heure & 58°). Nous ayons fait lexpérience, et 
elle nous a montré que, dans ces conditions, I’état réfractaire 
ne commence qu’aprés 6 jours pleins (retard sur les témoins) 
et n’est solidement établi qu’aprés 8, De plus, /es cultwres 
chauffées sont toxiques, car bien des animaux maigrissent nota- 
blement et ne peuvent étre éprouvés qu’au bout d'un temps 
assez long. 

Par conséquent, les « solutions de pneumocoque » offrent, 
vis-a-vis des cultures chauffées, le double avantage d’étre 
absolument inoffensives et de vacciner plus vite; et nous con- 
sidérons, pour notre part, le second de ces avantages comme 
une conséquence logique du premier. Les filtrats de subtilis sont 
done antitoxiques; insistons un peu sur ce point. En 1897, 
M. Metchnikoff a prouvé que certains organismes, du groupe 
du subtilis, jouissent du pouvoir de détruire diverses toxines. 
Nos expériences, sur les cultures symbiotiques, confirment 
déja cette maniére de voir. D’autre part, des recherches direc- 
tes, dans lesquelles nous avons soumis, 4 l’influence des filtrats 
de subtilis, les poisons tétanique, diphtérique et septique, ne 
sauraient laisser persister le moindre doute quant au pouvoir 
antitoxique de ces filtrats. 


| (Nota. — Les lapins, auxquels on injecte, dans le péritoine, de fortes 
doses d'un mélange de poison tétanique et de filtrat de subtilis, peuvent 
avoir, vers le 10e jour, un sérum modérément, mais trés nettement anti- 
toxique; et cependant, aprés un mois, ils suecombent, comme Jes témoins, 
i ’épreuve par la quantité strictement mortelle de tétanine. — Expériences 
faites, sur notre demande, par notre collégue Morax.) 


Le sérum des lapins qui ont regu, dans le péritoine, des 
doses énormes de « solutions pneumococciques » (par exemple 


760 c. c., du29 septembre 1902 au 9 janvier 1903) ne manifeste, 
in vivo, aucune efficacité & l’endroit des germes vivants. 
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Knterminant, nous devons nous poser les deux questions 
suivantes : par quel moyen le subtilis détermine-t-il la bacté- 
riolyse? — quel est l’élément « dissolvant » de ses filtrats? Le 
subtilis produit, au moins, 2 enzymes protéolytiques, une 
irypsine et une gélatinase; il peut donc agir sur les autres 
microbes soit par ces ferments, soit par des diastases ana- 
logues. Les filtrats ne contiennent point de trypsine, mais 
recélent de la gélatinase ; ils peuvent done agir sur les micro- 
organismes soit par celle-ci, soit par un principe voisin, ther- 
molabilecomme elle (les filtrats chauffés & 100° perdent, en effet, 
leur faculté « dissolvante » vis-a-vis des germes et vis-a-vis de 
la gélatine). L’existence dun enzyme bactériolytique (ou. peut- 
étre, d'un groupe d’enzymes bactériolytiques) propre semble 
ressortir de l’expérience suivante : si l’on classe, par ordre 
activité croissante (ou décroissante) sur la gélatine et sur 
divers microbes, les filtrats que fournissent le subtilis et plu- 
sieurs organismes voisins, on s apercoit que cet ordre n’est 
pas du tout le méme dans les deux cas.. 

Des recherches, faites jadis a Constantinople avec Adil- 
bey, nous ont montré quau regard de la pancréatine Defresne et 
des macérations de pancréas, le pneumocoque et un certain nombre 
d’autres bactéries offrent, dune facon générale, les mémes 
différences de « solubilité » qu’au regard de la bile et des fil- 
trats de subtilis. Quelques expériences, entreprises depuis 
avec notre collégue Delezenne, en employant le suc paneréatique 
actif, ont fourni des résultats analogues, 

(Nota. — 1 gramme de microbes du choléra des poules trés virulents, 
ayant été complétement « éclairci » par 4 litre de macération pancréatique, 
5 a 20 c. c. de la « solutioa », injectés dans le péritoine des pigeons, ne les 
ont pas vaccinés contre des dilutions trés étendues de culture en bouillon- 
Martin-ascite.) 


| ROLE DES BACTERIES 
dans le développement de certains Myxomycétes 


Par Ernest PINOY 


(Avec les planches XIII, XIV, XV et XVI.) 


INTRODUCTION 


Les Myxomycétes constituent un matériel de choix pour 
le biologiste qui veut étudier la chimie et la physiologie 
cellulaire. Les masses protoplasmiques parfois considérables 
que forment certains d’entre eux, comme Atthalium septicum, 
Spumaria alba, etc., ont permis a Pfeffer, Stahl, Metchnikoff, 
d’élucider bien dés points intéressants pour la biologie générale. 
Les travaux de de Bary, Brefeld, Van Tieghem, Lister, Stras- 
burger, Woronin, Jahn, Olive nous ont fait connaitre le cycle 
évolutif et la morphologie de ces étres. Cependant, s'il reste 
beaucoup a faire sur ce sujet pour les chercheurs, cela vient 
de la difficulté d’obtenir le matériel en état au moment voulu, 
cela vient de ce que les conditions de développement des 
Myxomycétes sont imparfaitement connues. 

La méthode pasteurienne, qui a donné de si beaux résultats 
dans le domaine de la cryptogamie, n’a pour ainsi dire pas 
été appliquée a l'étude des Myxomycétes; quelques auteurs, 
toutefois, ont fait des cultures pour étudier leur développement; 
mais ce sont des cultures ot le plus souvent pullulaient des 
Amibes, des Flagellates, les Bactéries les plus variées et qui, 
par suite, noffraient aucune des garanties de la technique rigou- 
reuse établie par Pasteur et ses éléves. Dans le présent travail, en 
me servant de cette technique, j’étudierai d’abord les conditions 
de culture et de développement du Dictyostelium mucoroides, Vin- 
fluence des Bactéries et du milieu de culture sur son développe- 
mentet sur sa morphologie, la diastase intracellulaire que sécre- 
tent ses myxamibes dans leurs vacuoles digestives. Puis j’exami- 
nerai si les faits observés chez cette Acrasiée ont une portée plus 
générale et je ferai ’exposé de mes recherches comparatives 
sur deux autres Acrasiées, le Dictyostelium purpureum Olive et 
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le Polysphondylium violaceum Brefeld, sur quelques Myxomy- 
cétes endosporés et plus particulitrement sur Didymium difforme 
Duby, Didymium effusum Link, enfin sur un Myxomycéte para- 
site, le Plasmodiophora brassice Woronin. 

Ce travail a été commencé au laboratoire de M. le professeur 
Bonnier et terminé a l'Institut Pasteur, au laboratoire de 
M. le D* Borrel. 

Soit a la Sorbonne, soit &l’Institut Pasteur, mes maitres ne 
m’ont ménagé ni leurs conseils, ni leurs encouragements. 
Aussi est-ce pour moi un deyoir agréable &remplir que de leur 
adresser ici ines sincéres remerciements. Que M. le professeur 
Bonnier, MM. les D's Roux et Metchnikoff, MM. Matruchot et le 
D* Borrel veuillent bien receyoir Vhommage de ma profonde 
reconnaissance. 

MM. Mesnil, le D* Nicolle, Delezenne mont souvent donné 
utiles renseignements ; M. Boudier, M. le professeur Mangin, 
M. le professeur Thaxter, MM. les D's Binot et Delacroix m’ont 
aimablement fourni des matériaux d’études, je leur exprime 
toute ma gratitude. 


1 
RECHERCHES SUR DICTYOSTELIUM MUCOROIDES 


Les Myxomycétes acrasiés vivent sur les crottins de divers 
animaux, sur les Champignons pourris, plus rarement sur le 
bois mort. Ils se laissent assez facilement cultiver sur les 
milieuxartificiels. Aussi a-t-on pusuivre leur développement, soit 
en gouttes pendantes, soit dans des tubes de culture. Les auteurs 
qui les ont tout d’abord étudiés, Brefeld (3), Van Tieghem (33), 
nese sont pas préoccupés d’avoir des cultures pures. Nadson (21), 
le premier, a attiré l’attention sur le rdle que pouvaient jouer les 
Bactéries dans ces cultures. Il cultive Dictyostelium mucoroides 
avec Bacillus fluorescens var liquefaciens. Pour ce savant, il y a 
symbiose entre le Dictyostelium mucoroides et la Bactérie, la 
Bactérie n’agissant que par lalcalinisation dumilieu, Pourtant il 
est possible, d’aprés lui, d’avoir quelques appareils de fructi- 
fication, étiques, il est vrai, mais purs, sans Bactéries. Potts (26), 
conclut que le Dictyostelium mucoroides ne peut vivre qu’associé 
aune Bactérie. Vuillemin(34) aurait vu toutefois des myxamibes se 
développer sans Bactéries et constate en outre quil y a des 
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Bactéries dans les vacuoles et qu’elles y sont digérées. Ce 
dernier résultat est en opposition absolue avec les observations 
de Potts. Potts n’a jamais constaté de Bactéries dans les vacuoles 
des myxamibes du D. mucoroides ; il croit pouvoir démontrer en 
outre que les Bactéries sont solubilisées par une diastase 
extracellulaire. Des corps de Bactéries, notamment de Bac- 
rerium fimbriatum, tuées par le chloroforme, suffiraient pour la 
culture de D. mucoroides. En résumé, les questions pendantes 
sont les suivantes : 

1° Peut-on obtenir un léger développement du D. mucorotdes 
sans Bactéries ? 

2° Les Bactéries ne servent-elles qu’en préparant des aliments 
solubles pour le D. mucoroides? Y a-t-il une diastase extracellu- 
laire ou une diastase intracellulaire ? 

Dans les recherches que je vais exposer, je tacherai de 
répondre a ces divers points. 


OBTENTION DE LA CULTURE PURE MIXTE DE Dictyostelium mucoroides. 


Le Dictyostelium mucoroides qui fait Pobjet de cette étude a 
été rencontré sur une Pezize pourrie dans la forét de Carnelles. 
La téte sporifére et le pied étaient blancs dans les jeunes 
exemplaires; ils devenaient jaundtres chez les échantillons 
plus agés. Les spores elliptiques mesuraient en moyenne 2 u, 5 
sur 4. Quelques spores étaient de dimensions plus grandes 
pouvant aller de 3 4a 5 u. Le pied de I’ appareil sporifére était 
Jong et flexueux. Salongueur dépassait 1 centimétre. Pourtant il 
y avait quelques appareils dont le pied ne mesurait pas plus de 
2 millimétres. 

La petite gouttelette d'une téte sporifére, constituée par des 
spores plongées dans du mucus, fut prélevée & l'aide d’une 
spatule flambée. On prenait soin de ne pas emporter le pied en 
méme temps. L’ensemencement fut fait tout d’abord sur des 
tranches de carottes stérilisées contenues dans des tubes de 
Roux. La. premiére culture obtenue sur ce milieu’ s’est 
développée en 3 jours a la température de 22°. Cette culture 
n’était pas pure et renfermaitdes Bactéries. A l’examen.micros- 
copique, il paraissait n’y avoir qu’une seule espéce bactérienne; 
on voyait en effet des Bacilles mobiles, de méme dimension, 
ne prenant. pas le Gram. oe 
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Cependant, d’une part, pour avoir la certitude qu’il n’y avait 
qu'une seule espece bactérienne, d’autre part pour pouvoir 
étudier cette Bactérie, il était nécessaire de faire une séparation. 

Dans ce but, j'ai encore prélevé aussi purement que pos- 
sible une petite gouttelette sporifére dans un des tubes de 
culture que je venais d’examiner, puis je l’ai diluée dans du 
bouillon et & Vaide de ce bouillon j’ai fait, suivant la technique 
usuelle, la séparation en boites de Petri sur gélatine ordinaire. 
Les colonies bactériennes séparées se sont montrées exclusive- 
ment formées par une Bactérie fluorescente liquéfiante. Quoi- 
que les colonies, macroscopiquement et microscopiquement, 
aient paru pures, pour éviter la possibilité d’un germe étranger, 
a Laide d’une colonie diluée de méme dans le bouillon. j’ai fait 


une nouvelle séparation sur gélatine. C’est en partant-d’une 


colonie ainsi obtenue que j’ai poursuivi I’étude de la Bactérie 
isolée, par l’ensemencement sur les milieux dont on se sert 
couramment en bactériologie. 

Cette Bactérie, comme nous l’avons vu plus haut, est un 
Bacille mobile, ne prenant pas le Gram. Elle est de petites 
dimensions de 1 uw & 2p de longueur, la largeur atteint a 
peine 0p 5. 

Sur plaques de gélatine, les colonies bien visibles au bout 
de 2 jours sont rondes, grisatres. Elles ne tardent pas & montrer 
tout autour une zone de liquéfaction qui se teint en vert clair, 
fluorescent. Le bouillon se trouble rapidement; il se forme un 
voile & la surface, puis un dépdt muqueux se fait au fond du 
tube de culture. Le bouillon a une belle fluorescence vert 
jaunatre. Sur pomme de terre, l’ensemencement donne une strie 
jaune brunatre luisante. Sur gélose, les colonies sont grises et 
fluorescentes. Le pigment fluorescent diffuse dans le milieu. 
Sur le milieu d’épreuve de Gessard, il n’y a pas production de 
pyocyanine. Cette Bactérie n’a pas de spores ; elle ne se déve- 
loppe pas & une température supérieure a 35°. Mise en tubes 
capillaires en milieu liquide, elle est tuée & 56° en 2’. 

L’ensemble des éaractéres de cette bactérie nous permet de 
la rapprocher du Bacillus fluorescens var. liquefaciens (Fligge). 
Ainsi, comme l’avait fait Nadson, j’ai obtenu une culture mixte 
du Dictyostelium mucoroides avec le Bacillus fluorescens var iiquefa- 
clens. 

40 
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Etait-il possible d’obtenir une culture pure? 

Les milieux de culture solides et transparents qui ont 
été utilisés par les auteurs sont tres divers; ceux qui donnent, 
les meilleures résultats sont l’agar peptonée et glucosée, Pagar 
au bouillon de mais, La gélatine au bouillon de mais a pu 
servir & Potts parce que la Bactérie qui était associée dans: 
ses cultures et quil décrit comme nouvelle sous le nom 
de Bacterium fimbriatum ne liquéfiait, pas la gélatine. 

Aprés des essais comparatifs, le milieu de culture qui m’a 
donné le plus: grand rendement, ce que l’on juge facilement au: 
nombre de fructifications produites dans la culture, est la gélose, 
’ la graine de lin. Ce milieu donne d’ailleurs également de 
trés bons résultats pour la culture des Amibes et des Infu- 
soires. ; 

Voici sa composition : 

Pour un litre d’eau, 20 grammes de gélose, 50 grammes de 
graines de lin. Chauffer a 117°. Répartir dans les vases de, 
culture et stériliser & 145° pendant 1/4 d’heure. 

Ce milieu ne peut se filtrer ; si on veut l’obtenir clair, il faut, 
aprés le premier chauffage, verser la gélose dans un large 
entonnoir dont l’extrémité est bouchée, mettre a l’étuve a 37° de; 
maniére a ce que la gélose se refroidisse moins vite et reste 
plus longtemps liquide. Dans ces conditions, toutes les impu- 
retés, tombent au fond de Ventonnoir. Quand la gélose a fait 
prise, on détache le bloc de l’entonnoir, on coupe la calotte 
inférieure, le sommet du céne, qui contient les impuretés, on 
met le reste a fondre, puis on distribue et on stérilise. 

- Ceci établi, prenons des spores de D. mucoroides dans la 
culture pure mixte, diluons dans l’eau ordinaire stérilisée et avec 
un tampon de coton stérile imbibé de cette dilution, suivant la 
technique que Metchnikoff a employée pour la séparation du 
vibrion cholérique, frottons successivement la surface de la 
gélose & la graine de lin contenue dans 3 boites de Pétri. 
Ayant opéré ainsi, ‘si: nous examinons au bout de 3 jours 
nos plaques placées & la température de 22°, nous verrons que 
seulement 1a:ot il y a une-colonie baetérienne, les spores ont 
germé, des myxamibes se’sont formées qui. ont pang dés 
appareils de fructification. 


‘Dans les autres points, ott il n’ °y a pas « eu de Aevamseeeent 
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bactérien, les spores sont parfaitement.conservées, n’ayant pas: 
germé. Devons-nous, comme l’ont fait Nadson, Potts, Vuille-i 
min, considérer ces spores comme pures? 

Nullement. En effet, si nous ensemencons ces spores dans 
du bouillon, nous voyons au bout d’un temps plus ou moins: 
long, généralement 6 a 8 jours, le bouillon se troubler et. 
devenir fluorescent, Nadson, Potts, Vuillemin,. n’ont pas tenu’ 
compte des germes qut pouvaient se rajeunir : ceci explique,, 
comme nous allons le voir, certaines de leurs observations. 

Je devais chercher a obtenir des spores pures. 

Pour cela, comme le Bacille fluorescent ne. posséde pas de 
spores, on peut employer divers procédés. 

On peut soumettre les spores de D. mucorvides & action des 
vapeurs d’éther ou de chloroforme. 

J’ai mis a profit le fait que le Bacille fluorescent associé était 
tué en milieu humide a.une température de 50° prolongée 
pendant une heure. Dans les mémes conditions, 80 0/0 des: 
spores de D. mucoroides sont encore capables de germer, 

‘Il est possible aussi de purifier les spores de D. mucorordes, 
par un chauffage de 2’ a 56°. On les met en suspension dans, 
l'eau ordinaire et.on enferme le tout dans des tubes capillaires. 
Les spores un peu agées, d’au moins huit jours, sont les plus, 
résistantes. | 

Des spores ainsi purifiées peuvent étre mises sur tous les 
milieux de culture et ne germent jamais. Elles ne germent que 
si on leur adjoint une Bactérie, convenable. On_vérifie ainsi. 
@unemaniéreabsolue que les spores de D. mucoroides ne germent 
qu’en présence d'une Bactérie. ; 

Les cultures pures dé Nadson,le début de développement sans; 
Bactéries observé par Vuillemin s’expliquent. par une légarey 
culture bactérienne arrétée par l’action nocive des. produits 

exorétés par le Myxomycéte, notamment du mucus, et aussis; 
comme nous le verrons, par sa bactériophagie. 

L’expérience suivante que j’ai faite avee le Dr Dyjar din- 
Beaumetz est. particulitrement démonstrative. |’ 

Des spores pures de D. mucoroides’ furent ensemencées sur, 
carotte avec une grande quantité de Bacilles. dela: peste provenanf, 
d’une culture jeune sur géloge.,La quantité de Bacilles, déposés) 
sur. Ja, carotte) était ‘visible & Pool nur..Dans, ces gonditions, 
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au bout de 5 jours, la carotte était recouverte d’abondantes 
fructifications de D. mucoroides. 

On san la fragilité du Bacille de la peste; un ensemen- 
cement pratiqué dans du bouillon avec le contenu de la carotte 
demeura stérile L’examen terminal nous donnait done une 
culture pure, sans aucun doute, analogue a celles de Nadson. 
Les cultures de Nadson étaient étiques parce qu'il n’y avait eu 
qu’un faible développement de Bactéries ; ici les cultures étaient 
luxuriantes, parce que nous avions mis une grande quantité 
de Bacilles de la peste. 

Ce qui d’ailleurs aurait di mettre en garde les auteurs qui 
ont cru obtenir une culture pure, cest que de telles cultures 
ne sont pas repiquables. Or, les spores sont parfaitement 
normales ; il suffit d’ensemencer en méme temps une Bactérie 
convenable pour avoir d’autres cultures. 

Ainsi les spores du D. mucoroides se comportent comme les 
kystes des Amibes. Eneffet, Frosch (10), puis Zaubitzer (36), qui 
ont réussi & purifier des kys‘es d Amibes par l’action de la 
soude caustique 420 0/0. n’ont pu oblenirde cultures d’Amibes 
qu’en ajoutant aux kystes, sur les milieux ow ils les ensemen- 
gaient, des Bactéries vivantes. Les résultats de Tsujitani (32), 
qui serait parvenu a cultiver des Amibes avec des Bactéries ' 
tuées & une température peu élevée, n’ont pas été confirmés. 
Tsujitani, pour purifier ses kystes, employait le vieillissement 
et la dessiccation. Ses cultures n’étaient dues vraisemblable- 
ment qu’a un rajeunissement des germes. 

Potts ditaussi qu'il a réussia cultiver D. mucoroides avec des 
corps de Bacterium fimbriatum tués par le chloroforme, mais la. 
pureté des spores qu'il ensemengait était illusoire. L’ensemen- 
cement sur milieux solides ne peut servir de vérification. 

Je suis parvenu &avoirun Iéger début de culture des spores 
pures de D. mucoroides en opérant de la fagon suivante : 

Un flacon de 250 grammes de capacité environ, & large 
ouverture, est rempli & moitié avec un milieu nutritif liquide, 
(milieu minéral de Gessard, milieua la dextrine). Ony fait plonger 
un sac de collodion porté & Vextrémité d’un tube. Ce tube est 
fermé par un bouchon de coton et est maintenu dans le goulot 
du flacon & l’aide d’un fort tampon douate. 


st 


Le tout est stérilisé & 110° & autoclave. On ensemence 
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alors le liquide extérieur avec du Bacillus fluorescens et Von 
séme des spores pures de D. mucoroides  Vintérieur du sac. Dans 
ces conditions, on observe Ia germination des spores de D. muco- 
roides, mais les amibes formées ne tardent pas & s’arrondir; 
leur protoplasme devient clair et vitreux; elles se détruisent. 
Jai ajouté dans le sac des corps de Bacillus fluorescens tués de 
diverses maniéres (a 56° en 2’, avec de l’éther, avec du chlo- 
roforme, etc.) sans résultat. Les myxamibes n’ont jamais 
évolué. 

Kn résumé, le D. mucoroides ne peut vivre qu’en association 
avec une Bactérie vivante. Toutes les Bactéries ne conviennent 
pas également; on congoit qu’a ce point de vue la compo- 
sition du milieu de culture ait une grande importance. Suivant 
le substratum employé, les diverses Bactéries peuvent donner 
‘des produits différents. 

IL y a donc lieu d’étudier maintenant l’action réciproque du 
milieu de culture et de la Bactérie associée sur le développe- 
ment de D. mucorovides. 


INFLUENCE DU MILIEU DE CULTURE ET DE LA BACTERIE SUR 
LE DEVELOPPEMENT DE Lictyostelium mucoroides. 


Nous verrons immédiatement l’influence du milieu de cul- 
ture, si nous ensemencons la culture pure mixte de D. mucoroides 
sur la pomme de terre. Sur ce milieu, quelle que soit la Bactérie 
associée, on n’observe aucune culture de l’Acrasiée. Avec la 
plupart des Bactéries, il en est de méme sur la gélose au bouillon 
de viande, sur gélose peptonée, si on n’y ajoute pas de sucres 
(lactose, maltose, glucose). Toutefois B. mégatherium permet 
le développement & condition d’étre associé avec une autre 
Bactérie, B. fluorescens par exemple. 

Au début de mes expériences, j’avais cru que c’était le déve- 
loppement exagéré des Bactéries qui nuisait & celui du Myxo- 
mycéte. 

En effet, les observations de Chrzaszcz (5), sur une myxamibe 
de Physarum leucopheum (Physarum nutans Pers), qui se nour- 
rit de levures, avaient montré que dans ses cultures, trés 
impures d’ailleurs, quand l'un des deux organismes devendit 
florissant, Vautre était. étouffé, it 
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“Cette. conception du phénoméne n'est que relativement 
‘exacte. Chrzaszez ne s’est pas occupé dans ses recherches des 
-germes ¢trangers et de la variation de composition du milieu 
de culture. Si:une Bactérie ou une Levure sur un substratum 
donné produisent quelques substances nuisibles au Myxomy- 
‘céte, il est évident que plus leur végétation. sera luxuriante, 
‘moins ce dernier pourra vivre. 

a = Au contraire, constituons un ae tel que: dla Bactérie ou 
la Levure s’y développent trés abondamment sans donner de 
‘produits nocifs, le rendement de la. culture du Myxomycéte 
‘sera proportionnel & celui de Ja culture de la Bactérie ou de la 
Levure. Les myxamibes, qui sont mobiles, évitent.en effet trés 
‘bien l’étouffement en montant & la surface des colonies micro- 
‘biennes. Ces conditions favorables sont réalisées dans la culture 
pure mixte du D. mucoroides avec B. fluorescens sur la gélose ala 
‘graine de lin. Surce milieu, la Bactérie donne une riche culture 
-et le rendement de la récolte de D, mucoroides est maximum. 

Maintenant, constituons un milieu de la maniére suivante : 

1° Gélose & l'eau & 3 0/0. Répartir dans les vases de culture 
et stériliser ; 


2° Ajouter dans chaque vase de culture, parties égales de 
la solution suivante stérilisée : 

Dextrine 15 grammes, azotate de calcium 2 grammes, phos- 
‘phate monghasinnt de potasse 0), 50, azotate de potasse 0, 50, 
sulfate de magnésie 0,50. Eau 300. 

Sur ce milieu, la culture du B. fluorescens. est tout aussi 
riche, mais celle de D. mucoroides est beaucoup moindre et elle est 
d’autant moindre que le B. fluorescens s'est plus développé. On 
‘apprécie nettement ce fait dans les cultures successives. 

Dans les premiéres cultures, la Bactérie non acclimatée au 
milieu pousse moins bien et le Myxomycéte donne une végé- 
-tation satisfaisante. Dans les cultures filles, les Bactéries acclima- 
‘tées se multiplient davantage, les fructifications de D. mucoroides 
mettent un temps beaucoup plus long a se former etsont rares, 
souvent méme la fructification avorte.. On note. parfois une 
sorte de transformation de D, mucorpides en Guttuline : le pied 
ayant complétement avorté, il se forme seulement & la surface 
du substratum une petite gouttelette de mucus contenant les 
spores; a la base existent de grandes amibes’vacuolaires, plus 
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ou moins arrondies, qui ont une ébauche de’ paroi éellulosique, 
secoloranten bleupar l’action de l’acide iodhydrique fumantiodé, 

Sur la gélose & la graine de lin, ainsi que sur d'autres 
milieux (carotte, gélose peptonée et sucrée), j’ai pu réaliser par 
Vensemencement des spores pures de D. mucoroitles avec 
diverses espéces de Bactéries, des cultures pures mixtes. 

On peut obtenir de telles cultures avee Bacillus. coli, Bacillus 
friedlenderi, Bacillus kieli, Bacillus prodigiosus, Bacillus. violaceus, 
Vibrio cholere. Vibrio metchnikovi, et en général avec la plupart 
‘des Bactéries qui ne prennent pas le Gram, a exception: de 
Bacillus pyocyaneus. com 

Cependant la variété noire de ce dernier Bacille, variété étu- 
diée par Gessard, permet la culture. Elle ne donne pas de pe 
sinase en association. 

Les Bactéries qui prennentle Gram. comme Bacillus subtilis, 
Bacillus megatherium, Bacillus anthracis, ne conviennent pas; s’il 
y aculture, c’est qu ily aassociationavec une Bactérie étrangére 

L’association de deux Bactéries peut méme permettre la 
végétation de D. mucoroides sur des milieux ov il ne vit pas en 
culture pure mixte. C’est ainsi que Bacillus megatherium permet 
da culture D. mucoroides avec B. eases sur la gélose de 
viande. : 
~ Lorsque, dans une culture pure mixte de D. mucoroides avec 
B. fluorescens, on ajoute B. subtilis, on observe généralement que 
les pieds des appareils sporiféres sont plus longs et qu'il ya 
fréquemment des formes ramifiées. Il est certain qu'il ‘n’est 
pas indifférent, pour la morphologie de lAcrasiée, que le 

Myxomycitle soit associé avec telle ou telle Bactérie; nous en 
verrons des exemples en étudiant l’action des pigments des 
Bactéries chromogénes sur le D. mucoroides ; mais auparavant 
nous devons nous demander quels sont les rapports réciproques 
de la Bactérie et de l’Acrasiée dans une culture pure mixte. Y 
a-t-il commensalisme, symbiose ou parasitisme? 


PARASITISME DU CLEC mucoroides SUR LES’ COLONIES BACTE- 
RIENNES. —— DIGESTION DES BACTERIES A L ‘INTERIBUR DES VACUOLES 


DE SES MYX AMIBES; 


| -Prenons, comme milieu de culture, le liquide de condensa- 
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tion d’un tube de gélose a la graine de lin et examinons, in 
vivo, en gouttes pendantes, dans une cellule de Van Tieghem, 
le développement d’une culture mixte de D. mucoroides avec 
B, fluorescens. 
Aussit6t aprés la germination, la jeune myxamibe con- 
serve encore quelque temps adhérente la membrane déchirée 
de la spore. Puis elle s’arrondit et présente une ou deux 
vacuoles, rarement davantage. S’il n’y a qu'une seule vacuole, 
elle est plus grande. L’observation de ces vacuoles montre 
qu’a certains moments elles peuvent se contracter; mais cette 
contraction n’est qu’occasionnelle et n’a pas la régularité de 
celle dela vacuole pulsatile des Amibes. Lorsque les myxamibes 


sortent de leur quiescence, leur protoplasme se différencie en 


un endoplasme granuleux plus ou moins vacuolaire et en un 
ectoplasme hyalin qui émet des pseudopodes. Les pseudopodes 
peuvent étre trés fins ou au contraire en forme de doigt de 
gant. 

Diaphragmons l’éclairage du microscope et examinons @ un 
fort grossissement, a l'immersion, nous verrons que les Bacté- 
ries s agglutinent autour des myxamibes, se disposant perpen- 
diculairement a leur ectoplasme, ou bien formant tout a l’en- 
tour de petits paquets étoilés. * 

Il s’agit 1a d'un phénoméne assez analogue & celui que Mou- 
ton (20) a observé autour de la vacuole pulsatile d’une Amibe. 
Moutona vu eneffet que chez une Amibe en culture pure mixte 
avec B. coli, les Bacilles s’agglutinaient au voisinage de la 
vacuole pulsatile. 

A lintérieur des vacuoles, nous distinguerons des granula- 
tions plus ou moins réfringentes et des Bactéries en plus ou 
moins grand nombre. Parfois il n’y a qu'une seule Bactérie 
dans une vacuole. 

_Les myxamibes grossissent; puis elles se divisent en deux 
individus égaux. Ceux-ci ne tardent pas & devenir trés vacuo- 
laires, rampent vivement a la surface du substratum, émettent 
des pseudopodes parfois trés longs; c’est alors qu’il est le 
plus facile de voir les Bactéries incluses dans les vacuoles, Ce 
stade de vie active survient dans les cultures de la 30¢ a la 
40° heure. | 

‘En employant des techniques de coloration appropriées, il 
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est aisé de suivre alors toutes les phases de la digestion des Bac- 
téries &l’intérieur des vacuoles des myxamibes de D. mucorvides. 

On peut faire cet examen soit in vivo, soit sur des prépara- 
tions fixées. 

Le Neutralroth, déja employé par Metchnikoff pour teindre 
les inclusions des vacuoles digestives chez les Turbellariées et 
les Actinies, par Mouton chez les Amibes, est certainement le 
colorant de choix pour la coloration in vivo. En effet, non seu- 
lement il colore les Bactéries en voie de digestion, mais aussi 
par la propriété quwil posséde de virer en jaune dans les 
milieux trés alcalins et au contraire du rouge cerise au rouge 
pourpre dans les milieux acides, il renseigne sur la réaction 
alealine ou acide du liquide des vacuoles. 

Ce réactif ne colore que les éléments morts; aussi ne 
colore-t-il dans les myxamibes, en rouge foncé, que les Bacté- 
ries en voie de digestion et les granulations qui proviennent de 
Jeur destruction. 

La coloration rouge foncé nous indique que le liquide des 
vacuoles est plus acide que le milieu extérieur, Sil y a un 
excés de colorant, les myxamibes seront tuées et finiront par 
se colorer. 

La vésuvine permet aussi de bonnes colorations in vivo des 
Bactéries incluses dans les vacuoles des myxamibes. 


Les préparations fixées et colorées nous donnent le moyen 


d’étudier ce que deviennent les Bactéries en voie de digestion 
dans les vacuoles digestives, & condition que la méthode de 
coloration employée donne le maximum de différenciation. 

Comme pour les Amibes, la méthode qui donne les meilleurs 
résultats est celle de Laveran. 

Un peu d'une culture sur graine de lin datant de 36 heures 
est dilué dans une goutte d’eau ordinaire sur un porte-objet. 
Cette goutte est étalée. On laisse sécher, puis on fixe & l’alcool 
absolu 10 minutes. 

Ensuite on colore par le mélange de Laveran : 

4c. c. 21 0/00 d’éosine a l’eau (de la fabrique de Héchst); 

6c. c. d’eau distillée. 

1c. c. de bleu Borrel. 

Le bleu Borrel sera commodément préparé en mettant pour 
100 grammes d’eau distillée : 1 gramme d’oxyde d’argent et 
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4, gramme ‘de bleu de. méthylene médicinal de-Héclist, Ib est 
bon de conserver dans un flacon jaune pour éviter la réduction 
du sel d’argent par la lumiére; On laissera trois semaines en 
contact, en ayant soin d’agiter de temps & autre, Puis on fil- 
trera. Le bleu peut étre prét beaucoup plus tot, si on met le 
flacon a l’étuvea 37°, Cela dépend dailleurs beautoupit aussi 
dela qualité du bleu de méthyléne. | i 

Une fois la coloration effectuée, elle demande de 45 "% 
20 minutes, on différencie par le tannin en-solution a 5.0/0. 

Sur des préparations ainsi faites, ’endoplasme.prend une 
couleur bleu yiolacé, l’ectoplasme se colore en: bleu et les 
microbes en: violet foncé, Le noyau, dont pour l’instant je lais- 
serai de cété la morphologie, prend une coloration pourpre, 
«Les Baetéries incluses dans Jes vacuoles. sont bren mises en 
éyidence. Tandis que. celles, qui sont & Vextérieur des cellules 
prennent la couleur; d'une maniére intense. la plupart des Bac- 
iéries englobées sont gonflées et prennent une couleur trés 
pale. Parfois,. prenant. davantage l’éosine, eles sont plus 
rouges et on. peut observer tous les passages entre des Bacté- 
ries d'un rouge, violacé et les granulations qui se colorent: en 
rouge, puis entre des Bactéries trés pales et des granulations 
qui prennent & peine la couleur. (Pl. H, fig. 26-30). 

Si nous examinons dela méme maniére une culture mixte 
avec le vibrion cholérique; nous n’observerons pas‘la mise en 
boule des vibrions a: lintérieur des vacuoles des myxamibes, 
comme onlobserve al’ me eur des leucocytes dans le sbhéna- 
méne de Pfeiffer, = 

- Les faits que je viens. d’ exposer concordent sensiblement 
avec les observations d’Olive (23), de Vuillemin, mais sont 
complétement en désaccord avec celles de Grimm et de Potts. 

Ce dernier auteur n’a pas vu les Bactéries &’intérieur des 
vacuoles de D. mucoroides parce que sa technique de HESHONY et 
de coloration était insuffisante. Cita 

La Bactérie associée dans ses cultures, Ae Bacterium fi fimbria- 
tum Potts; dont il donne ne ailleurs une’ description morpholo- 
gique assez incomplate, serait bien spéciale. Elle se colorerait 
seulement par le violet de gentiane et ne colorerait pas -par le 
bleu de méthyléne, le vert de méthyle, méme la fuchsine. 

i: Potts colore ses préparations-de myxamib¢s, par le violet de 
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gentiane apres fixation & Valcool. Dans’ cés conditions, il 
colore les Bactéries extérieures, tandis qu'il ne colore pas les 
corpuscules contenus dans les amibes. Ce résultat s’explique 
trés bien par un défaut de fixation. Dans une préparation mal 
fixée en effet, le violet de gentiane, qui est un colorant éner- 
gique, colorera les Bactéries extracellulaires tandis qu’il ne 
colorera rien de ce qui est dans ’amibe; nous avons vu d’ail- 
leurs que les Bactéries incluses sur des préparations bien fixées 
ne prennent souvent qu’une couleur tres pale parce qu’elles 
sont en voie de digestion. 

Potts, n’ayant pas vu i ineebearenh des Bactéries par les 
amibes de D. mucoroides, admet V’existence d’une diastase extra- 
cellulaire. Pour cela Potts'se fonde sur ce que : 4° dans des 
cultures faites avec B. megatherium on observe des formes 
dinvolution et de destruction de cette Bactérie dans les colo- 
nies ot. se développe |’ Acrasiée; 2° les colonies du B. fimbriatum 
‘sur lesquels vit D. mucoroides deviennent plus claires; 3° si on 
nmumére le nombre des colonies obtenues d'une part en partant 
d’une colonie de B, fmbriatum normale, d’autre part en partant 
d'une colonie identique sur laquelle D. mucoroides a fructifié, on 
-obtient dans le premier cas 836 millions de Bactéries et dans le 
second seulement 19 millions. Il constate en outre, dans une 
‘culture de D. mucoroides avec B. fluorescens var liquefaciens, 
que la Bactérie ne donne pas son pigment PU dans 
des colonies ot: végete D. mucoroides. 

Devons-nous ba hsilieae ces fails comme is preuve que 
‘D. mucoroides se nourrit & l'aide d'une diastase extracellulaire? 
Potts a négligé la modification du milieu, la sécrétion de mucine 
par les myxamibes de D. mucoroides, les phénoménes d autolyse 
des Bactéries, Ce sont ces facteurs qui expliquent les tormes 
dinvolution des Bactéries et l’éclaircissement des colonies, 


ETUDE DE LA DIASTASE INTRACELLULAIRE DE Dictyosteliam mucoroides. 


- Nous venons de yoir que les myxamibes de D, mucoroides se 
nourrissent. par digestion dans leurs vacuoles de Bactéries 
englobées ; & ce point de yue, contrairement a ce qu’ont cru 
certains auteurs, le Dictyostelium mucoroides ne differe pas des 
autres Myxomycétes. Comme eux, il posséde une diastase intra- 
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cellulaire. Depuis les travaux de de Bary (1), Celakowsky (4), 
Lister (14), Metchnikoff (18), nous savons que chez les Myxo- 
mycetes endosporés, les zoospores, les myxamibes et les 
plasmodes sont capables d’ingérer et de digérer dans les 
vacuoles de leur protoplasme des Bactéries, des Algues, ete. 
Lister a bien décrit le processus. Par exemple, il a vu une 
zoospore ‘de Chondrioderma (Didymium) difforme digérer com- 
plétement deux grands Bacilles dans Vespace d'une heure et 
demie. Ces Bacilles avaient été saisis par les pseudopodes de 
la zoospore, entrainés dans l’intérieur de leur protoplasme et 
la, logés dans les vacuoles, Lister les a vus devenir de moins en 
moins visibles et s’y dissoudre. 

Metchnikotf en faisant ingérer des grains de tournesol 
finement pulvérisés des plasmodes de Myxomycétes a démontré 
que le liquide des vacuoles est acide. Nous avons vu, en prenant 
comme réactif le rouge neutre, qu’il en est de méme pour les 
vacuoles de D. mucoroides. Devons-nous conclure avec Kruken- 
berg que la diastase protéolytique qu’elles renferment est une 
pepsine? A l'exception du travail primordial de Krukenberg (13) 
et de celui plus récent de Schroeder (29), faits tous deux en 
prenant comme matériel d’études Athalium septicum, aucune 
étude n’a été faite de la diastase intracellulaire des Myxomycétes. 
Or les travaux de ces deux auteurs ont & leur base une cause 
d’erreur qui nest pas négligeable, comme j’aurai l’occasion de - 
le démontrer : c’est la quantité énorme dimpuretés que 
renferment les plasmodes des Myxomycetes. 

Jai profité de ce que je pouvais associer au Dictyostelium 
mucoroides une Bactérie trés peu protéolytique, qui ne liquéfie 
pas la gélatine, qui ne s’autolyse pas, comme le Bacillus coli, 
pour chercher a extraire la diastase intracellulaire del Acrasiée. 

Dans ce but, j'ai, ainsi que Vavait fait Mouton pour la 
diastase intracellulaire des Amibes, ensemencé de grandes 
boites contenant de la gélose & la graine de lin, avec le D. muco- 
roides associé avec le B. coli. | 

Comme il. est nécessaire, pour avoir une riche récolte de 
D. mucoroides, que la gélose soit humide et en couche épaisse, 
j ai employé des boites analogues & celles de Roux mais dont 
Tune des faces porte une excavation pour loger la couche de 
gélose. 
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Pour plus de commodité dans l’opération de la récolte, 
ces boites, construites en collaboration avec M. Bridré, ont 
été faites en forme de triangle équilatéral. Cette forme permet 
de racler toute la surface de la boite. 

Les boites sont mises al’étuve & 22° et la récolte est effectuée 
au moment ot l’on voit le plus nettement chez les myxamibes 
Venglobement des Bactéries et leur digestion dans les vacuoles, 
c’est-a-dire vers la 40° heure. 

Les myxamibes produisant du mucus adhérent trés forte- 
ment & la gélose et il est trés difficile, sinvn impossible, de les 
. mettre en suspension dans l'eau. Le mieux est de les récolter 


& sec avec une petite raclette spécialement construite pour ne 


pas entamer la gélose. 


La pate formée par les amibes et les Bactéries est traitée 


par l’alcool absolu et rapidement évaporée dans le vide. 

Il faut dix boites environ pour recueillir 08,005 see. La 
substance séche est pulvérisée dans un mortier et les 08',005 
sont mis dans 5 c. c. d’eau. Le liquide obtenu est neutre 
outrés légérement acide. On filtre sur papier, on centrifuge ; le 
liquide décanté dans le tube de centrifugation est encore un peu 
louche, maisil ne tarde pas as’éclaircir. J’examinerail’action de 
ce liquide diastasique succcessivement sur la gélatine, sur la 
fibrine, sur les corps de Bactéries, sur l’albumine. 


Action sur la gélatine. 


Mes recherches ont été faites avec de la gélatine & 20 0/0 
que je ramenais a 10 0/0 par l’addition de liquide diasta- 
sique. Les expériences étaient faites dans de petits tubes a 
essais. Conime antiseptiques, ceux qui donnent le meilleur 
résultat sont le fluorure. de sodium a 1 0/0, le chloroforme. 
Dans mes premiéres expériences, j avais employé le xylol ; mais 
je me suis apergu que le xylol n’offre aucune garantie et que 
le Staphylocoque peut végéter dans de la gélatine sous une 
couche de xylol. 

Dans un tube mettons quantités égales de liquide diasta- 
sique et de gélatine fluorée amenée a étre neutre a la phénol- 
phtaléine. 

Dans un autre tube mettons quantités égales de la méme 
gélatine avec du méme liquide diastasique porté5’ a 100°. 
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Les deux sont mis a l’étuve & 37°. On les examine au bout 
de 20 heures en les plongeant dans la glace. 9 

Tandis que le tube qui contient le liquide diastasique non 
chauffé reste indéfiniment liquide, Pautre fait prise presque 
immédiatement. 

On peut conclure de 1a que la diastase intracellulaire du: 
Dictyostelium mucoroides — nous la désignerons sous le nom. 
d’ « acrasidiastase, » — liquéfie la sélatine: puisque le B. coli est» 
sans action sur celle-ci. 

Il est indispensable de savoir Hielte réaction du milieu est: 
la plus favorable pour la digestion de la gélatine par celte: 
diastase. 

En effet, il est mtéressant Rie connaitre a quel type de; 
diastase nous avons affaire. . 

On sait que les animaux gee oe possédent deux types: 
de diastases protéolytiques, Pune la pepsine qui digére en 
milieu nettement acide, formant aux dépens des matiéres albu- 
minoides des peptones, l’autre la trypsine qui agit plutét em: 
milieu alcalin et qui transforme les matiéres albuminoides en 
peptones et en produits plus simples, tels que la leucine et la 
tyrosine. L’acrasidiastase est-ellé une pepsine ou une trypsine? 
Si, ainsi que l’a fait Mesnil (17) pour l’étude de Vactinodiastase, 
nous constituons avec de la gélatine une gamme de milieux 
dont la réaction va de Valcalinité ala phtaléine du phénol jusqu’a 
Pacidité au méthylorange, nous verrons que l’acrasidiastase 
nagit que dans les milieux alcalins) neutres ou faiblenient 
acides. Al’acidité au méthylorange, il n’ya plus du tout d’action. 

A ce point de vue, lacrasidiastase se rapproche donc.de la: 
trypsine. 

L’acrasidiastase’ est trés paaide a laction de la tempé= 
rature ; elle est détruite a partir de 55°. En effet, quand elle a 
été chauffée a cette température, la gélatine & laquelle elle a été 
ajoutée fait prise presque immédiatement, aprés une digestion 
de 20 heures a 37°. ., 

L’acrasidiastase agit & des températures. pen élevées. Mais 
son action. est alors trés lente ; il faut’ plusieurs jours de diges-, 
tion & la température du laboratoire moun avoir une liquéfaction; 
appréciable de la gélatine. 

Son'maximum Waction. est Vers 38°. 
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La digestion de la gélatine n’est pas poussée trés loin et il 
n’y a pas formation de peptone. 


- Action sur la fibrine. 


_ La fibrine qué j'ai employée est de la fibriné de pore quia 
a été conservée dans la glycérine et que j’ai chauffée pendant 
2 heures & 58° dans la solution physiologique de chlorure de 
sodium. 
. On sajt que cette derniére précaution est absolument néces- 
saire parce, que la fibrine, lors de la coagulation du sang, fixe 
sur elle une diastase proléolytique capable de la digérer. 
; La fibrine ainsi préparée est mise dans de petits tubes & 
essais contenant parties égales de solution physiologique et de 
liquide diastasique. 
Dans les tubes mis a l’étuve, la Ahyaties devient grise, tres 
friable, mais aes jamais yue se dissoudre. 
-On peut dire que V’action sur la fibrine est presque nulle, 
Sur l’albumine coagulée je n’ai obtenu aucune action. 
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Action sur les Bactéries. 

L’acrasidiastase n’agit pas sur les Bactéries tuées par la 
chaleur. En revanche, si nous les tuons par I’éther ou Je 
chloroforme, elles Hont parfaitement dissoutes par le liquide 
diastasique. - ) is sy 

-.La meilleure:-inaniére d’opérer est de faire ce qu’a fait 
Mouton pour I’étude de action de l’amibodiastase sur les corps 
de Bactéries. 

Le meilleur test bactérien a prendre est encore le Bacillus 
coli qui ne.s’autolyse pas ; une émulsion de B..coli. chloroformée 
reste trouble. 

Prengns une telle émulsion et ajoutons-en quelques gouttes 
a deux tubes : un contenant le liquide diastasique normal ; 
Faure une méme, quantité ‘de ce liquide bouilk. Ils sont. mis 

a Pétuve 2° 38°. Or; dé ces ‘deux tubes, qui présentaient une 
égele opacité, lun; le témoin, aprés quelques heures. d’étuve, 
est toujours ‘trouble, autre est devenw présque® ae 
transparent. oth ery 
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Il ne s’agit pas 1a d’un phénoméne d’agglutination, car si 
Yon agite le tube clair, on voit qu'il n’y a aucun dépét. 

Si au lieu de B. coli, onprend B. fluorescens, I’éclaircissement 
est beaucoup plus rapide; seulement ici le témoin lui-méme 
finira par s’éclaircir, parce que B. fluorescens s’autolyse. 

En résumé, l’acrasidiastase se rapproche beaucoup de 
Vamibodiastase étudiée par Mouton. 

Comme elle, elle digére la gélatine en milieu alcalin, neutre 
ou faiblement acide; elle ne parait pas donner de peptones aux 
dépens de la gélatine ; elle n’attaque pas l’albumine coagulée ; 
comme elle, elle ne dissout pas les corps de Bactéries tuées par 
la chaleur, et au contraire, elle les dissout trés bien quand elles 
sont tuées par le chloroforme. Elle semble en différer par son 
action sur la fibrine qui est presque nulle. La quantité de dias- 
tase contenue dans notre liquide était peut-étre trop faible. Il est 
vrai que l’action de l’amibodiastase sur la fibrine n’est pas non 
plus trés énergique et n’est pas comparable a éelle de trypsine. 

Ainsile Dictyostelium mucoroides ne peut se développer qu avec 
des Bactéries; il est parasite des colonies bactériennes ; ses 
myxamibes ingérent les Bactéries et les digérent dans leurs 
vacuoles a l’aide d’une diastase dont l’action est assez sem- 
blable & celle de l’amibodiastase._ 

Ces faits biologiques, que nous venons de constater chez le 
D. mucoroides, ont-ils une portée plus générale? Observe-t-on 
les mémes faits chez d’autres Myxomycétes? Etudions d’abord 
ce qui se passe pour deux espéces de la méme famille, le 
Dictyostelium purpureum Olive et le Polysphondylium violaceum 
Brefeld. 


I 
RECHERCHES SUR DEUX AUTRES ACRASIEES 


CULTURES PURES MIXTES DE Dictyostelium purpureum 


Cette espéce m’a été aimablement envoyée par M. le pro- 
fesseur Thaxter 4 l'état de spores sur des crottes de souris. 
J’ai pu réussir directement une culture par l’ensemence- 


ment de parcelles de ces crottes & la surface de gélose a la 
graine de lin, 
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En opérant de la méme manitre qu’avec le D. mucoroides, en 
prélevant avec soin et aseptiquement la gouttelette d’une téte 
sporifére, jai réussi Wautres cultures soit sur la gélose a la 
graine de lin, soit sur d’autres milieux (carottes, roilieuw a la 
dextrine), ott le Dictyostelium purpureum w6tait associé qu’avec 
une seule Bactérie. Je m’en suis rendu compte par l’ensemen- 
cement en bouillon et la séparation par la méthode des plaques. 
Je n'ai pu faire Visolement en chaulfant les spores et en les 
ensemengant ensuite avec la Bactérie, parce que les spores du 
Dictyostelium purpureum sont plus fragiles que celles du Dictyo- 
slelium mucoroides et ne supportent pas en milieu humide une 
température supérieure & 49°. Jai du pour avoir des spores 
pures employer Vaction de léther ou du chloroforme. 

La Bactérie qui est associée dans les cultures est une 
Bactérie mobile, Klle a la forme de batonnet & bouts arrondis 
WVune dimension de tu, 24, 5 de largeur. La longeur est 
Wenviron 0 p. 4. Elle ne prend pas le Gram. Elle ne se déve- 
loppe pas au-dessus de 35°. Sur plaques de gélatine, les colonies 
visibles au bout de 2 jours sont rondes, blanches, légerement 
surélevées, La gélatine n’est pas liquéfiée, Le bouillon se trouble 
rapidement ; il se forme un voile a la surface et un léger dépot 
muqueux au fond du tube de culture. Le bouillon reste ineo- 
lore. Sur pomme de terre Vensemencement donne une strie 
jaunatre. Sur gélose, la strie est blanche, grisatre, avec reflets 
meétalliques. IL était difficile de savoir & quelle espéce de 
Bactérie javais affaire. Toutefois, daprés sa morphologie. 
Vaprés quelques caractéres de la culture en bouillon, dapres 
le caractére de la culture sur pomme de terre, je pensais qu elle 
devait ¢tre voisine de Bacillus fluorescens. Aussi, suivant la 
méthode de Gessard, je fis lensemencement sur albumine 
Voeuf coagulée. L’albumine prit au bout de 3 jours, ’la tempeé- 
rature de 22°, une magnifique fluorescence verte. Sur le milieu 
d’épreuve de Gessard, elle ne donnait pas de pyocyanine. 

Il s’'agissait done d’une yariété non liquéfiante de Bacillus 
fluorescens dont la propriété de donner la fluorescence dans les 
milieux usuels avait disparu. 

Jai constaté depuis que le Bacilles fluorescens var. liquefaciens., 
cultivé en association avee le Dictyostelium imucoroides depuis 
plus de 3 ans, ne donne plus de fluorescence ni dans le bouillon 
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ni sur lagélose. Son pouvoir liquéfiant a également diminué. 
Par piqdre en gélatine, au lieu d’une liquéfaction assez rapide. 
on n’a plus qu’une légére collerette de gélatine liquéfiée au bout 
de 15 jours. Un exemplaire de Bacillus fluorescens, var. liquefaciens 
recueilli par M. le Dt Binot au mont Blane et conservé dans la 
collection de l'Institut Pasteur, ne liquéfie plus la gélatine actuel- 
lement '. Il est trés probable que toutes les espéces fluorescentes 
qui ont été créées dans ces derniers temps ne sont que des 
variétés d’une seule et méme espéce, Bacillus fluorescens. 

Dans mes cultures, le Dictyostelium purpureum présente 
bien les caractéres assignés par la diagnose d’Olive. La téte 
et le pied sont pourpres ou violets; a maturité ils deviennent 
presque noirs. Sa coloration est certaimement beaucoup plus 
intense que celle du Polysphondylium violaceum. Je n’ai jamais 
rencontré de formes ramifices., Le pied peut étre trés long et 
dépasse souvent 1 c. c. de hauteur. La téte est en général 
beaucoup plus grosse que celle du Dictyostelium mucorordes, 
quoique de dimensions variables. Les spores sont ordinairement 
ovales, mesurant 3u-5u sur 5yu-8u. 

On peut constater, comme nous lavons fait pour le D. 
mucoroides, que les spores pures de Dictyostelium purpureum 
ne germent que si on leur adjoint une Bactérie convenable. 
Comme pour le D. mucoroides, toutes les Bactéries ne convien- 
nent pas également et ce sont les B. coli, B. fluorescens qui 
donnent les cultures les plus abondantes. D. purpureum pousse 
mieux sur les milieux peptonés et sur le milieu & la dextrine 
que D. mucoroides. 


Le Dictyostelium purpureum comme le D. mucoroides est para - 
site sur les colonies bactériennes. 

Répétons en effet la méme expérience qu’avec D. mucoroides. 

Prenons des spores d’une culture pure mixte de D. purpu- 
reum et une fois mises en suspension dans l'eau steérilisée, 
répartissons-les en employant la méme technique que précé- 
demment sur la surface de trois boites Petri contenant de la 
gélose & la graine de lin. Sur les plaques placées & I’étuve 


1. Une autre culture fournie également par le M. Dr Binot et ensemencée, non 
plus en gélatine par piqtire, mais sur gélatine dans des boites de Petri, de 
maniére a avoir des colonies isolées, donne des colonies qui deviennent incrus- 
tantes seulement au bout d’un temps assez long, huit jours environ, sans qu il 
y ait jamais liquéfaction totale. 
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a 22°, nous verrons, ordinairement au bout de 44 5 jours, qu il 
ny a eu de développement et formation d’appareils sporiféres 
que la ot il y a des colonies bactériennes. 

Dans les vacuoles des myxamibes de Dictyostelium purpu- 
reum, comme dans celles de D. mucoroides. on voit des Bactéries 
en voie de digestion, soit que l’on examine in vivu avec le 
neutralroth ou la vésuvine, soit que lon examine des prépa- 
rations fixées et colorées. (Pl. XV, fig. 1-3.) 

Pour étudier la diastase protéolytique contenue dans les 
vacuoles de D. purpureum, j'ai suivi la méme méthode que pour 
étudier lacrasidiastase de D. mucoroides. 

Avant d’exposer le résultat de ces recherches, je désire 
attirer attention sur un fait intéressant, fait que l'on ne ren- 
contre pas chez D. mucoroides. 

D. mucoroides associé & des Bactéries qui ne liquéfient pas 
la gélatine comme B. coli, B. fluorescens var non liquefaciens, 
B. fimbriatum (Vapreés Potts), en culture pure mixte sur gélatine 
a la graine de lin (le milieu est préparé comme la gélose; on 
met 15 0/0 de gélatine), n’a aucune action sur ce milieu; au 
contraire les colonies de D. purpureum avec B. fluorescens var 
non liquefaciens ou avee B. coli ne tardent pas sur ce milieu a 
s entourer d'une collerette de liquéfaction. Ce fait est a rappro- 
cher dune observation de Beyerinek sur Ameba zymophila. Cette 
espece d’Amibe rencontrée en association avec des Levures 
avait été isolée de raisins attaqués par des guépes et en voie 
de fermentation spontanée. En employant comme milieu de 
culture extrait de malt gélatiné, ’auteur parvint a obtenir cet 
Amibe en culture pure mixte soit avee une levure, soit avec 
un ferment acétique. 

Or, tandis que ni la levure nile ferment ne liquéfient la gé- 
latine, la liquéfaction se produit trésrapidement avec les Amibes. 

Ici, comme Ameba zymophila ne possede pas de vacuole 
pulsatile, la diastase ne peut provenir d’un liquide rejeté par 
Vamibe; elle doit done sortir de amibe soit par osmose, soit 
par expulsion avec des résidus de digestion. 

Les myxamibes de D. purpureum ont la méme structure que 
celles de D. mucoroides. Peut-étre le mucus exercté fixe-t-il de 
la diastase dans un cas et n’en fixe pas dans l’autre, a cause 
Vune légére difference de composition ? 
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Si Pon ensemence D. purpureum avec le B. fluorescens non 
liquéfiant, dans le lait, il y a végétation de PAcrasiée et en 
méme temps acidification et coagulation du lait. Or la variété 
non liquéfiante de B. fluorescens ne coagule pas le lait, et le lait 
de culture est alealin, On doit done voir encore 1a le fait dune 
diastase de D. purpureum. 

Si nous préparons un extrait diastasique de D, purpurewin, 
nous verrons que cette nouvelle acrasidiastase se comporte de 
la méme facgon que celle de D. mucoroides. 

Son maximum d’action est vers 38°; elle digére la gélatine 
en milieu alealin, neutre ou légérement acide. Elle a peu 
d’action sur la fibrine. Elle ne digére pas Valbumine coagulée 
par la chaleur, les corps de Bactéries tuées par la chaleur. Elle 
dissout les Bactéries tuées par léther ou le chloroforme. 


CULTURES PURES MIXTES DE Polysphondylium violaceum. 


Jai pu étudier cette espéce, grace a une culture faite par 
Olive, qui m’a été obligeamment transmise par M. le professeur 
Thaxter. Cette culture n’étant pas une culture pure mixte. il y 
avait diverses Bactéries associées. 

Kn opérant comme je lai fait pour les deux autres Acrasiées, 
jai eu la culture pure mixte de P. violaceum avec la variété 
non liquéfiante de B. fluorescens, semblable a celle qui se trouvait 
avec D. purpureum. 

P. violaceum croit bien sur divers milieux, sur gélose a la 
eraine de lin, sur agar peptoné et sucré; mais le milieu sur 
lequel il donne une culture vraiment luxuriante est le milieu & 
la dextrine. Les tubes sont remplis Wun véritable lacis de fruc- 
tifications. 

On peut avoir des cultures pures mixtes de P. violaceum 
avec diverses Bactéries. Il ne différe pas & ce point de vue des 
deux autres Acrasiées. 

Sa culture pure mixte avec B. fluorescens non liquéfiant, sur 
gélatine a la graine de lin, se comporte comme celle de 
D. purpureum; ily a liquéfaction. De méme la culture faite 
dans le lait le coagule. Les mémes observations peuvent se 
faire sur la digestion des Bactéries dans les vacuoles des 
myxamibes en employant les mémes techniques de coloration 
que pour les deux autres espéces. (PI. IIL, fig. 4-7.) 
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Liagglutination des Bactéries autour des myxamibes de 
P. violaceum est beaucoup plus intense qu’autour de celles de 
D. mucorordes et de D. purpureum. 

Presque toujours un grand nombre de Bactéries agglutinées 
accompagnent les myxamibes lors de la formation de l'appareil 
sporifére. Ces Bactéries plongées dans la gaine muqueuse qui 
entoure le pied se placent perpendiculairement aux. cellules du 
pied, si bien qu’a un examen superficiel on pourrait croire le 
pied hérissée de cristaux. Souvent aussi les Bactéries forment 
de véritables amas au niveau des ramifications. 

Liextrait diastasique préparé & partir des miyxamibes de 
P. violaceum est identique a lacrasidiastase isolée précédem- 
ment : méme action sur la gélatine, sur les corps de Bactéries 
tuées par le chloroforme; action presque nulle sur Ja fibrine : 
action nulle sur lalbumine coagulée par la chaleur. 


ACTION DE QUELQUES CONDITIONS EXTKRIEURES : OXYGENE, HUMIDITE, 
LUMIERE. 

Les espéces d’Acrasiées que nous venons d’étudier sont 
strictement aérobies. 

En ana¢érobiose, avee des Bactéries anaérobies. on n observe 
aucun développement. 

Hl suffit @ailleurs de fermer ala lampe un tube ot se déve- 
loppe une culture pure mixte pour arréter le développement. 

Lhumidité est nécessaire pour Vobtention des cultures. Elle 
influe beaucoup sur la morphologie de l’appareil sporifere. En 
milieu peu humide, les pieds sont courts, les tétes petites. Au 
contraire, en milieu humide, les pieds sont plus longs et les 
tétes beaucoup plus grosses. 

Lorsque le milieu est trés humide, ce qui se produit dans 
les cultures sur carottes en tubes de Roux, quand il y a beau- 
coup de liquide dans le fond, les tétes sporiféres peuvent 
deyenir plus de deux fois plus grosses. Dans ce cas, le mucus 
qui entoure les spores est dilué; il se dépose au bas de la 
vouttelette et la téte offre une partie supérieure transparente et 
une partie inférieure opaque. 

A Vobscurité, les appareils sporiféres sont toujours perpen- 
diculaires au substratum. Ce fait est di vraisemblablement, 
comme le pense Olive, ’une hydrotaxie négative. 
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A la lumiére, il y a phototaxie positive et si, par exemple, 
une culture est disposée de maniére & avoir une portion 
obscure et une portion éclairée, les pieds s’allongeront vers la 
partie éclairée. On peut obtenir ainsi un allongement assez 
considérable des fructifications, comme le montre la photogra- 
phie ci-jointe d’une culture de D. purpureum. La fleche indique 
le sens de la lumiére. (PI. NIII, fig. 1.) 

La température qui convient le mieux pour la culture de ces 
Acrasiées est comprise entre 22° et 25°. 

A partir de 28°, il n’y a plus de développement. Au con- 
traire les températures méme basses jusqu’a 8° peuvent 
convenir ; seulement la durée du développement est beaucoup 
plus grande, demandant, vers 8°. plusieurs semaines. 

Certaines conditions extérieures influent aussi sur la varia- 
tion des caractéres spécifiques dune Acrasiée. 

Par suite de la chaleur de été de 1906 et dun accident 
survenu a I’étuve, mes cultures de D. mucoroides se sont 
trouvées pendant plusieurs semaines a une température de 
plus de 40°. Alors, sur 20 tubes ensemencés, quoique j’y aie 
ajouté B. fluorescens, deux tubes seulement ont donné une 
culture. 

Dans ces cultures, au lieu du pied long et flexueux des 
fructifications produites dans les cultures pures mixtes de D. 
mucoroides avec B. fluorescens sur graine de lin, les pieds sont 
extrémement petits, n’ayant souvent méme pas | millimétre de 
hauteur. La téte est plus grosse. Les spores ont de 3a 4 » sur 
4a5 ue, 

Les cultures repiquées depuis septembre 1906 ont conservé 
ces caractéres qui sont trés voisins de ceux du Dictyostelium 
brevicaule Olive. 


ETUDE DE L ACTION DES PIGMENTS BACTERIENS 


Matruchot (15) a montré que les pigments bactériens peuvent 
étre employés pour la coloration d’organismes & l’état vivant. 
En faisant végéter simultanément sur un méme milieu une 
Bactérie chromogene et un Champignon filamenteux, on obtient 
une imprégnation du protoplasme du Champignon par le pigment 
sécrété hors de la Bactérie. Cette action de lamatiére colorante 
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est ¢lective, le pigment ne se fixe que sur une partie du 
protoplasme. Les pigments fongiques, & condition qu’ils soient 
excrétés en dehors du Champignon chromogéne, se comportent 
dela méme maniére que les pigments bactériens. 

Je résumerai briévement ici les résultats obtenus par 
Matruchot (15) de maniére & mettre en paralléle ceux que donne 
la méme méthode pour V’étude du Dictyostelium mucoroides. 

Kn cultivant Mortierella reticulata avec Bacillus violaceus ou 

avec Fusarium polymorphum, Matruchot vit que le pigment de la 
Bactérie ou du Champignon se fixe sur le protoplasme et que 
cette coloration permet de déceler une structure particuliére 
du protoplasme de Mortierella reticulata. En effet, tandis que 
la partie jeune des filaments, & l’extrémité en voie de crois- 
sance par exemple, ne présente aucune structure différenciée 
du protoplasme (on y voit seulement de trés fins granules), les 
parties moyennement agées du mycélium offrent une structure 
intéressante. Dés que le protoplasme n’est plus trés jeune et cesse 
d’étre homogéne, il se fait une séparation de deux protoplasmes 
différents : 1° un protoplasme parfaitement hyalin, indifférent 
au réactif colorant, constituant une sorte de hyaloplasme: 2° un 
protoplasme légérement granuleux fixant la mati¢re colorante 
et au milieu duquel se forment des gouttelettes huileuses de plus 
en plus abondantes, qui, plus fortement encore que le proto- 
plasme, fixent le réactif colorant. Ce protoplasme granuleux 
correspond & Venchylema de certains auteurs. Enfin. dans 
Venchylema. le pigment vert du Fusarium et surtout la viola- 
céine de B. violaceus coloraient de petits corps que l’auteur 
‘assimile sous réserve 2 des noyaux. Car méme lorsque la colo- 
ration est nettement accusée, ce pseudo-noyau se montre 
constitué uniquement par un granule colorable de dimensions 
variables (0 x, 5 de diamétre en moyenne) et, quel que soit le 
erossissement employé, on ne peut y distinguer la structure 
caractéristique : membrane enveloppante, zone claire périphé- 
rique nucléole central. 

En résumé les pigments bactériens et fongiques permettent 
de colorer chez Mortierella reticulata les cordons denchylema, 
les gouttelettes d’huile et sans doute aussi le nucléole central 
des noyaux. 

Voyons ce qui se produira si nous associons par exemple 
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Dictyostelium mucoroides avec une bactérie chromogene comme 
Bacillus hieli. = : 

Il y a leu de distinguer deux cas : ou bien le milieu de 
culture est trés favorable au développement de la Bactérie et a 
son pigment; ou bien le milieu, tout en permettant le déyve- 
loppement de la Bactérie, ne convient pas trés bien a la produc- 
tion du pigment et dans ce cas la. production du pigment est 
lente. 

Dans le 1 cas, comme cela a lieu pour le milieu a ta 
dextrine, la production du pigment est rapide. Les spores sont 
pénétrées par le pigment avant leur germination, Leur mem- 
brane reste incolore; mais leur protoplasme se colore en 
rouge intense; souvent méme la masse nucléaire est colorée; on 
n'y distingue pas le karyosome. Dans ces conditions, elles 
sont tuées par le colorant et ne germent pas. Si certaines 
(entre elles.ont le temps de germer avant d’étre atteintes par 
le pigment, Vamibe formée s’arrondit et son protoplasme se 
résoul en granules fortement colorés au milieu desqucls on 
peut parfois distinguer le noyau. Le développement ne ya pas 
plus loin. 

Dans le 2° cas au contraire, sur la graine de lin’ par 
exemple, les colontes du Bacillus hieli sont Wabord blanches et 
ne deviennent rouges que tardivement, aprés 40 heures envi- 
ron. Alors les spores germent. Les jeunes myxamibes ne se 
colorent pas; on distingue seulement quelques granulations 
rouges dans les vacuoles. Dans une culture plus agée, i coté 
(éléments presque incolores, renfermant seulement dans leurs 
vacuoles des granulations rouges et des Bacilles colorés, il y a’ 
des éléments imprégnés qui montrent une différenciation trés 
nette de lendoplasme et de Pectoplasme. L’endoplasme seul est 
coloré. On peut voir sur les individus colorés ainsi a] état vivant 
(ls émettent des pseudopodes) que ’endoplasme qui incolore 
parait granuleux, nest pas constitué par des granulations, mais 
par un reticulum trés visible enfermant dans ses mailles un 
protoplasme incolore hyalin. ; 

Avec le pigment du Bacillus kieli, on voit tres rarement le 
noyau coloré; s'il est coloré, c'est d’une facon massive; karyosome 
et zone périphérique sont confondus. 

tnsuite vient le rassemblement des amibes, puis la forma- 
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tion de Pappareil sporifére, Les grosses cellules vacuolaires que 
Von rencontre presque toujours & la base du pied de Vappareil 
sporifére sont généralement colorées @une maniere intense, si 
la fructification s’est formée sur une colonie pigmentée. Quant 
a la fructification elle-méme, elle peut étre colorée ou inco- 
lore. 

La coloration de la fructification est due 2 la coloration du 
mucus qui Ventoure tout entiére. En effet, la membrane des 
eellules du pied west pas imprégaée, mais on voit tres bien les 
limites des cellules noyées dans un mucus coloré. H en est de 
meéme pour la téle sporifére; on a une fausse coloration de la 
membrane des spores. !! se condense, en effet. du mucus tres 
coloré a leur surface. Parfois le protoplasme lui-méme des 
spores est coloré; dans ce dernier cas. comme nous avons vu 
plus haut. elles sont tuées; elles sont incapables de germer. 

Lorsque la culture est faite sur carottes lavées ct stérilisées, 
la plupart des fructifications sont colorées en rose. Tei les 
spores sont généralement incolores. montrant seulement un 
liséré rose de mucus déposé & la surface de leur membrane. I 
en est de méme pour les cellules du pied. 

Au lieu du Bacillus hieli, mettons en association le Bacillus 
riolaceus sur le milieu & la dextrine qui est tres favorable a la 
production de la violacéine. Nous ferons de nouveau la 
remarque que si la Baetérie donne immédiatement un pigment 
abondant, le développement peut étre nul. Cependant la viola- 
ecine parait moins nocive pour DP. mucoroides que le pigment 
du Bacillus hieli; ily a le plus souvent simplement un retard 
dans la germination et au bout de 3 4 4 jours, on observe sur 
le milieu de culture @abondantes myxamibes. Un grand nombre 
de ces myxamibes sont colorées. 

La coloration par la violacéine est plus délicate que celle 
obtenue avec le rouge de Kiel. Le reticulum de Pendoplasme se 
voit nettement. le contour des vacuoles est plus accusé, En meme 
temps. souvent le noyau est coloré et alors le colorant se fixe 
exclusivement sur le karyosome central. Si le noyau est en vole 
de division. les chromosomes sculs sont colorés. D’aprés cela. 
il parait évident que les corpuscules colorés vus par Matruchot 
dans les cordons d’enchylema de Mortierella reticulata sont bien 
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Les fructifications sont incolores ou colorées, comme nous 
Vavons vu précédemment avec B. kieli. 

Si les fructifications sont colorées, les membranes des cel- 
lulles du pied et des spores restent incolores. Seulement, elles 
sont entourées de mucus fortement violet. Les noyaux des cel- 
lules du pied sont presque toujours colorés. 

Si nous faisons des cultures semblables avee Dictyostelium 
purpureum et Polysphondylium violaceum, nous observerons aussi 
des phénoménes de coloration de leurs myxamibes, mais tandis 


que D. purpureum se comporte comme D. macoroides, il en est - 


tout autrement de P. violaceum. 

Lorsque l'on associe Polysphondylium violacewm avee B. vio- 
laceus, il donne une culture trés luxuriante. Les appareils 
sporiféres formés sont incolores. (J’aurat Foccasion de revenir 
sur importance de cette constatation.) En outre, dans les cul- 
tures, ce sont seulement les jeunes myxamibes qui se colorent. 

cn résumé, le pigment des Bactéries chromogénes permet 
de révéler in vivo la structure des myxamibes des Acrasiées. La 
violacéine surtout constitue un colorant vital d'une extréme 
délicatesse. Non seulement elle nous montre la structure réti- 
culée de Vendoplasme, mais elle colore aussi le karyosome & état 
de repos ou & létat de division. 

Nous allons voir maintenant que la coloration de Vappareil 
de fructification par le pigment des Bactéries n'est pas indiffé- 
rente au point de vue taxinomique et que certaines espices 
WAcrasiées, décrites comme distinctes & cause de leur couleur, 
devront sans doute étre considérées comme appartenant & une 
méme espéce associée a des Bactéries chromogénes différentes, 


IMPORTANCE 'TAXINOMIQUE DES PIGMENTS BACTERIENS CHRZ LES ACRASIERS 


Mon attention a été attirée sur Vimportance que pouyvaient 
présenter les pigments bactériens dans la systématique des 
Myxomycétes par les changements de couleur que Von observe 
dans les appareils de D. mucoroides suivant le milieu de culture 
et suivant la Bactérie associ¢e. Tous les auteurs qui ont étudié 
cette Acrasiée notent ce fait que sa fructification incolore, lors- 
quelle est jeune, devient jaunatre en vieillissant. 

Cultivons D. mucoroides avec B. fluorescens dans un milieu 
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liquide oti B. fluorescens donne son pigment, Le milieu minérab 
de Gessard convient particuliérement; les tétes des jeunes 
fructifications de D. mucoroides nous montreront alors une belle 
fluorescence. Il en est de méme si nous faisons la culture pure 
mixte sur carottes lavyées 4 eau ammoniacale ayant la stérili- 
sation. 

On sait que le pigment fluorescent ne se montre que dans. 
les milieux alcalins. Soumettons aux vapeurs d’ammoniaque des. 
tétes de jeunes fructifications D. mucoroides avee B. fluorescens 
qui sont incolores : trés fréquemment, nous les verrons prendre 
une magnifique fluorescence. Or. le pigment fluorescent se 
transforme en pigment couleur jaune feuille morte. 

C’est précisément ce quia lieu dans les vieilles fructifications. 
de D. mucoroides et ce qui leur donne leur couleur. 

Mettons en culture pure mixte D. mucoroides avec Bacillus 
coli: les fructifications resteront toujours d'un blanc parfaite- 
ment pur. Aussi y a-t-il lieu de se demander si Dictyostelium 
lacteum Van Tieghem nest pas une association de D. mucoroides 
avec une Bactérie sans pigment. Dans les milieux de culture 
qui conviennent peu, il arrive souvent, en effet. que. comme chez 
D. lacteum, on a des fructifications de D. mucoroides dont le pied 
est formé dune seule rangée de cellules et dont les pee plus. 
petites sont presque spheé riques, mesurant de 3 a5 » de dia- 
métre. Ilest permis aussi de faire des réserves aa e Dictyoste 
lium roseum Van Tieghem qui, & part sa couleur. ne se différencie 
pas beaucoup de D. mucoroides, pour Dictyostelium aureum Olive. 
surtout pour Gultulina rosea Cienkowski, dont Cienkowski a 
noté la coloration des myxamibes, Il n’y a certainement aucun. 
doute pour Guttulinopsis vulgaris Olive; voici en effet ce quien 
dit Vauteur : 

« La couleur de la téte sporifére peut varier avec la séche- 
resse et la composition du substratum. Quand elle pousse sur du 
crottin, par exemple, Jes tétes sont ordinairement blanches: 
puis, plus tard, en séchant. celles deviennent uniformément 
jaunatres ; au contraire, sur tubes de gélose les tétes sporiferes. 
sont uniformément blanches. II est possible que la couleur jau- 
natre soit due & de petites particules, provenant du substratum, 
qui sont transportées dans ascension de ta colonic et dont la 
couleur se voit davantage par suite de la dessiceation. » 
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lei, il s’agit évidemment d'une association de lAcrasiée avec 
une Bactérie fluorescente comme pour PD. mucoroides. Peut-étre 
pourrait-on en dire autant de Guttulina aurea Van Tieghem, 
dont Van Tieghem dit qu’elle ne différe de Guttulina rosea que 
par sa couleur. 

Les deux Acrasiées & pigment violet que jai étudiées, 
Dictyostelium purpureum et Polysphondylium violaceum ont un 
pigment propre. En effet, elles conservent ce pigment sur les 
milieux de culture divers que j’ai essayés ; en outre, quelle que 
soit lespéce de Bactérie fluorescente ou de Bactérie non chro- 
mogtne associée, s'il y a quelques différences dans la longueur 
du pied, la grosseur de la téte sporifére, dans Pabondance des 
ramifications, au contraire les caractéres essentiels. la couleur. 
les dimensions des spores. restent constants. 

Associé avec une Bactérie chromogtne, B. violaceus, D. pur- 
pureum donne des fructifications colorées mais trés petites. Au 
lieu @une téte sporifére ayant souvent plus de 300 », la téte ne 
mesure pas plus de 60 & 80. Le pied n’a pas plus de 2 a 
5m.m. de hauteur. au lieu de souvent plus d’un centimetre. 

Avec la méme association bactérienne, la transformation de 
Polysphondylium violaceum est encore plus grande. 

Les fructifications trés abondantes. souvent trés ramifiées, 
portent des tétes sporiféres trés petites. certaines peuvent étre 
inférieures a 50. Enfin elles sont complétement incolores. Ces 
caractéres se conservent dans les cultures successives a condi- 
tion que la Bactérie donne son pigment. Dans de telles cultures, 
les caractéres de l’Acrasiée sont trés voisins de ceux de 
Polysphondylium pallidum Olive. 

Cominent expliquer ce phénoméne de décoloration? 

Tout dabord établissons ceci : c’est que le pigment de la 
Bactérie et celui du Champignon sont différents. En effet les 
réactions aux bases et aux acides sont différentes. 

Le pigment de la Bactérie est soluble dans Valeool en donnant 
une solution dun beau violet. L’ammoniagque, la potasse font 
virer la couleur en vert. L’acideacétique rend la teinte plus bleue. 

Le pigment de l’Acrasi¢e parait étre Gnergiquement fixé. I 
nest soluble ni dans eau, ni dans Valeool, ni dans l’éther, ni 
dans Je chloroforme. Sous Vaction des alcalis, il devient plus 
bleu; au contraire il vire au rouge avee Vacide acétique. 


BACTERIES DANS CERTAINS MYXOMYCETES 653 


Le pigment bactérien, @aprés Bourquelot, serait dia l’action 
dun ferment oxydant sur un phénol. 

Devons-nous admetire qu'il en est de méme pour l’Acrasiée 
et que dans le cas de Polysphondylium violaceum qui est toujours. 
moins coloré que D. purpureum, la production d’oxydase est plus 
fugitive et que cette oxydase est fixée par le pigment bactérien ? 


OBSERVATIONS SUR LA CYTOLOGIE DES MYXAMIBES ET LA FORMATION DE 
L APPAREIL SPORIFERE 


Comme, assez fréquemment, on observe, chez les myxa- 
mibes des Acrasiées que j'ai ¢étudiées, des vacuoles qui ne 
contiennent qu'une seule Bactérie, certains auteurs ont pris 
souvent les Bactéries incluses dans les vacuoles pour des corps 
chromatiques. Olive qui a fait un travail consciencieux sur le 
sujet trouve qu il est souvent difficile de se prononcer. 

Si Von veut étudier la cytologie de ces organismes, il est 
nécessaire de faire, aux mémes stades de développement. d’une 
part des préparations colorées par la thionine par exemple, 
permettant de bien voir les Bactéries, et d’autre part des prépa- 
rations faites avec les méthodes de coloration spéciales pour 
mettre en évidence les corps chromatiques. 

La méthode de coloration de Laveran, déja indiquée, donne 
sur les préparations réussies tous les détails de la structure 
cellulaire des myxamibes. 

Jai cependant controlé ces résultats par deux autres me- 
thodes : 1° coloration & Vhématoxyline au fer d’Heidenhain 
apres fixation au sublimé; 2° méthode de Borrel : coloration 
au rouge de Magenta, différenciation par le picro-indigo-carmin. 
alcool, essence de girofle, sur des préparations fixées avec le 
liquide suiyant : 
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Pour la période qui comprend la vie végétative des myxa- 
mibes on peut se contenter de préparations sur lames; mais. 
pour la période de fructification, il est préférable de fixer, puis 
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d’inclure dans la paraffine la culture elle-méme avec son substra- 
tum. La gélose s’inclut trés bien dans la paraffine & condition 
de ne pas la laisser plus d’une heure dans le xylol et de ne pas 
inclure & une température supérieure a 49°. 

Dans la spore, lorsqu’elle est préte & germer, on peut 
colorer un corpuscule chromatique central entouré dune zone 
périphérique claire. La membrane enveloppante est plus ou 
moins apparente. (Pl. XIV, fig. 1, 2, 3, 18, 11.) 

Généralement si la culture est faite en gouttes pendantes, en 
milieu liquide par conséquent, lorsque la spore a germé, alors 
que la membrane est méme encore adhérente & Pamibe qui con- 
serve la forme de la spore, le noyau nest plus colorable, et i 
semble, comme la vu Olive, qu'il se soit réduit en corpuscules 
chromatiques qui sont disséminés dans le protoplasme. (Pl. XIV, 
fig. 3, 4.) Ces corpuscules se disposent parfois de maniére a 
constituer une spirale. (Pl. XIV, fig. 5.) 

Ensuite tous ces corpuscules se rassemblent au centre de 
Vamibe quiescente, formant une sorte de plaque équatoriale. 
(Pl. XIV, fig..6.) 

Puis l’amibe prend une forme plus ou moins irréguliére et en 
méme temps la masse chromatique équatoriale se divise endeux 
petites masses quis éloignent Pune de l’autre, séparées par une 
zone claire. (Pl. XIV, fig.7, 8.) 

La forme deces masses est celle d'un batonnet un peu trapu. 
La vacuoledevient alors plus nette; les deux batonnets, que nous 
pouvons assimileradeux chromosomes, vont s éloigner de plus en 
plus un de Vautre jusqu’a venir se coller aux deux extrémités 
de la vacuole qui pendant ce temps s’est allongée. (Pl. XIV, 
fig. 16, 17.) Les deux chromosomes s’incurvent en forme de toit. 
(Pl. XIV, fig. 18, 19.) L’amibe elle-méme prend une forme plus 
longue; elle se scinde par étirement (Pl. XIV, fig. 20, 24, 25), 
chacune des parties emportant la moitié dela vacuole qui s’est 
divisée. Chaque amibe fille contient alors une vacuole avec 
2 chromosomes, les chromosomes s’étant coupés au niveau du 
sommet du toit. 

Sur les milieux solides on observe rarement le stade de 
fragmentation du noyau et le stade de la plaque équatoriale, lors 
de la germination de la spore. 


L’amibe qui sort de laspore prend presque immédiatement 
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une forme irréguli¢re. (Pl XIV, fig. 14, 15, 21, 22, 23.) Le 


karyosome central se divise en deux chromosomes qui se placent. 


parallélement un a l'autre et tout se passe comme plus haut. 
Ceci se voit nettement sur des préparations & ’hématoxyline 
au fer. (Pl. XU, fig. 2 et 3.) 

Les amibes vont gvrossir, devenir plus ou moins vacuolaires 
et se diviseront de nouveau un plus ou moins grand nombre de 
fois, le mode de division tant toujours le méme. 

Il s'agit en somme dune division indirecte trés simplifice. 1] 
ny ani centrosomes ni filaments de linine. 

Dans les cultures, vers la 40° heure, au moment oti la. vie 
des myxamibes est la plus active, on observe souvent une 
division directe du noyau. (Pl. XIV, fig. 28, 29, 30, 34.) Le 
noyau se divise alors par étirement. (Pl. XV. fig. 4, 5, 6, 7.) 
A ce stade on rencontrera parfois des myxamibes possédant 
deux noyaux. 

Si Von étudie la formation de l’appareil sporifére sur des 
coupes, on voil que la différenciation des cellules du pied se fait 
a Vintérieur de la masse formée par les myxamibes agrégées. 
réunies entre elles par du mucus, Elle procéde du centre vers la 
périphérie et de la base au sommet. Ceci est trés net sur des 
coupes faites les unes parallélement, les autres perpendiculai- 
rement & axe de la masse fructifiante. Dans la planche XVI, 
fig. 1, sur une coupe sagittale d’un appareil sporifére tout a fait 
au début de sa formation, on voit que les cellules les premiéres 
différenciées pour former le pied sont les myxamibes centrales 
(C); ces cellules, par suite du glissement des myxamibes sous- 
jacentes, formeront la base du pied qui continuera a s‘accroitre 
en hauteur et en largeur, par différenciation des myxamibes 
occupant le centre de la masse. (PI. XVI, fig. 2 et 4.) 

Avec le réactif de Mangin, acide iodhydrique fumant iodé, 
on distingue de tres bonne heure sur coupes les cellules diffé- 
renciées pour former le pied; elles sont en effet entourées d'un 
liséré bleu violet qui va en augmentant, indiquant une membrane 
cellulosique. Le méme réactif colore en bleu violet la membrane 
des spores, sur de semblables coupes. 

Onse rend compte aussi que la masse en fructification s éléve 
achaque fois d’une hauteur égale & la longueur de pied construite. 
Or si nous considérons que les cell ules qui forment le pied 
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deviennent vacuolaires, se gorgent d’un liquide hyalin et que’ 
par suite leur volume augmente, nous conclurons & lexistence 
d’une pression ’ Vintérieur de la masse. Le glissement des 


myxamibes se trouve done aidé par un soulévement. Le pied. 
en se formant, faitloffice de piston. Cela nous permet de com— 
prendre la rapidité avee laquelle s’Gdifie parfois un appareil 
sporifére. 


L’existence de eette pression explique aussi la forme spirale 


que présentent les jeunes appareils sporiféres en s’élevant. La 


tension oblige le pied (P) & se courber et sa courbure entraine 


celle de la masse des myxamibes. comme le montre bien la 


photographie d’une coupe sagittale d'un appareil sporifére en. 
voie de formation. (Pl. XVI, fig. 3.) La pression qui résulte de 


la formation du pied peut aussi nous: expliquer les formes rami- 
fiées que lon observe quelquefois chez les Dictyostelium et tou- 
jours chez les Polysphondylium. Kn effet, si la cohésion de la 
masse formée par les amibes est moindre ou si la pression inté- 
ricure est plus forte, il y aura fragmentation de la masse. Les 
petites masses étagées ensuite par suite de laecroissement inter- 
calaire du pied se comportent comme autant de colonies distinctes. 


Les ramifications ainsi formées sont presque perpendiculaires. 


sur axe principal parce que. comme nous lavons vu, les appa- 
reils sporiféres se forment toujours perpendiculairement au 
substratum, 

(A swivre.) 
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Sur un Piroplasme du Cervus aristotelis de \’Annam 


Par te Dt DENIER 
Médecin de la Marine. 


(Institut Pasteur de Nha-Trang, Annam.) 


Avec partie supérieure de la pl. XVII. 


Deux jeunes biches de l’espéce Cervus aristotelis, commune 
en Indo-Chine, que je conservais en captivité 4’ Nha-Trang et qui 
provenaient de Suoi Giao,ayant succombé inopinément, je pra- 
tiquai l’autopsie et, en examinant le sang, coloré au Giemsa, j’y 
observai des inclusions endoglobulaires dont la nature piro- 
plasmique me parut probable. M. Mesnil, a qui j’ai envoyé les 
préparations, a bien voulu les étudier & son tour et faire exécuter 
par M. Roussel, sur ses indications, les aquarelles reproduites 
sur la planche. 

Les parasites étaient plus fréquents chez la biche 1 (presque 
un par champ) que chez la biche 2. Ils ont partout les mémes 


formes ;la plus commune est un corps ovoide de 2 4.5 de long 


(fig. 6, 7,13, 14), portant a un des poles une calottede chromatine 
en croissant qui tranche nettement, par sa teinte violet foncé, 
sur le rose lilas plus ou moins pale du globule et sur le bleu pale 
du cytoplasme du parasite; ce bleu n’est bien net qu’au pour- 
tour de lovoide ; au centre, on a une sorte de vacuole. 

A coté de ces formes, on en observe d’autres plus petites, 
un peu différentes (voir fig. 1,4,8,4141, 12). Ily en a denettement 
amiboides : tantét, c’est le protoplasme qui envoie des prolon- 
gements (fig. 5); tantét, c’est le noyau (fig. 3). 

On trouve enfin des formes de multiplication par 4 (fig. 10, 
16-418); elles étaientles plus nombreuses chez la biche 2, pourtant 
la moins parasitée. Les 4 éléments sont disposés en croix (ou 
en carré) avant de se séparer (fig. 16, 17). Au premier abord, 
on distingue 4 boules violet foncé de 0 » 5 de diamétre; en y 
regardant de plus prés, on voit que chaque boule est surmontée 
d’un petit céne trés surbaissé de protoplasme bleuatre. 

En dehors de ces cas de multiplication, il est trés rare de 
trouver plus d’un parasite par hématie; la figure 9 en montre 
2 qui paraissent intermédiaires entre les produits d’une multi- 
plication et les formes ovoides dont nous avons parlé au début. 

42 
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Nous n’avons pas vu un seul parasite nettement bacilli- 
forme; la figure 2 est ce qui s’en rapproche le plus. 

An moment ow nous faisions l’observation de ce piroplasme 
du cerf, paraissait le travail de Bettencourt, Franga et Borges 
sur un cas de piroplasmose bacilliforme chez le daim*. La res- 
semblance de la plupart de leurs figures avec les notres est telle 
que, provisoirement, nous classerons notre piroplasme dans la 
méme espéce que le leur : Piroplasma (ou Theileria) cervi. Nous 
devons néanmoins remarquer que les savants de Lisbonne ont 
observé de nombreux éléments bacilliformes que nous n’avons 
pas vus. Les conditions d’apparition des diverses formes des 
piroplasmes sont, d’ailleurs encore trés mal connues. 

Koch * regarde la division en 4 éléments disposés en croix 
comme caractérisant un groupe spécial de piroplasmes: ce 
mode de multiplication se retrouve chez tous les piroplasmes du 
type du Piroplasma parvum de Theiler *; Bettencourt, Franga 
et Borges le donnent comme une des caractéristiques de leur 
second groupe, celui des piroplasmoses bacilliformes, pour 
lequel ils proposent de créer le genre Theileria. 

L’association de formes en batonnet et de division en 4 élé- 
ments disposés en croix mérite de nouvelles études. En dehors 
du cas de notre cerf, il faut encore signaler, croyons-nous, 
celui du Piroplasma equi chez lequel Laveran ‘ a décrit, dés 1904, 
le mode de division dont nous parlons et ot il ne parait pas 
exister d’éléments bacilliformes. 

Nha-Trang, 7 février 1907. 


EXPLICATION DE LA PLANCHE XVII (PARTIE SUPERIEURE) 


Les figures 4 a 10 proviennent de la biche ne 1; les figures 11-18 de la biche 
n° 2. Elles ont été faites a la chambre claire (Leitz oc. 4, obj. I. H. 1/42, chambre 
claire Dumaige), puis uniformément agrandies de facon a ce que le grossissement 
soit de 2,000 diamétres environ. — Pour les détails, voir le texte. 


. Archivos do R. Inst. bacter. Camara Pestana, t. Il, 1907, p. 34). 
. Deutsche medic. Woch., 23 nov. 1905. 

. Journ. of. comp. path, a, ther., t. XIX, déc. 1906. 

. C. R, Soc. Biologie, 1904, p, 385. 
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HEMATOZOAIRES DES BOVIDES 
EN INDO-CHINE 


Par H. SCHEIN 


Vétérinaire de l’Instilut Pasteur de Nha-Trang (Annam 


(Avec partie inférieure de la Pl. XVII. 


I 
PiROPLASMEs. 

Il existe, chez presque tous les Bovidés que j’ai examinés, 
un piroplasme qui présente des formes tout a fait analogues & 
celles que M. Denier vient de décrire chez le cerf. Je les ai 
trouvées plus abondantes chez les jeunes que chez les adultes, 
sur les sujets malades de peste-bovine que sur les sujets sains. 

Les formes que l’on observe sont assez variées. Ainsi, le 
beeuf 589, animal de passage de peste bovine, assez fortement 
parasité, dont un grand nombre de nos dessins (fig. 49-31) sont 
extraits, a montré des formes en poire typiques et des formes 
en batonnet (dont une moitié se colore en hilas, autre. en 
bleu); les petites formes ovoides typiques manquaient ou étaient 
trés rares. 

Chez le boeuf 569 (voir fig. 32-35), autre animal de passage 
de peste bovine, peu parasité, nous avons trouvé des petites 
formes ovoides et des batonnets. 

Le P. s. g. noir, jeune veau de 20 mois, né ‘Eee les étables 
de l'Institut & Suoi-Giao, en: bonne santé, a aussi de> rares 
formes ovoides et bacillaires (fig. 39-40). Il en est de méme 
du bceuf jaune, animal adulte, de travail, non malade (voir 
fig. 36-38) ; ici les batonnets, généralement fins, dominent. 

On trouve aussi des formes libres (fig. 31); ces formes 
étaient surtout abondantes (voir fig. 50) dans certains points de 
la préparation d'un boouf trypanosomeé (voir infra) qui renfermait 
d’ailleurs des formes endoglobulaires non rares. 

Chez aucun de ces animaux, nous n’avons vu de division ne 
‘4, regardée comme caractéristique des Ta age du type 
bacilliforme. 

Il ny a généralement qu ‘un parasite par, hématie, sauf 
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les formes en poire généralement associées par 2. On observe 
Wailleurs un grand nombre de stades de la division en 2 des 
éléments piriformes (fig. 22). 

Chez un méme animal, le type de parasite peut varier; 
ainsi, Nous avons vu un veau, qui ne portait que la forme bacil- 
laire, présenter, quelques jours aprés, de trés belles formes en 
poire, nombreuses. Cette observation n’est pas sans analogie 
avec celles publiées par Miyajima et Shibayama. 

L’examen des figures 19 & 40 de la planche nous dispensera 
d'une plus longue description. 

Les sujets ne paraissent pas souffrir de la présence des 
piroplasmes. L’infection généralisée & toute la province de 
Nha-Trang rend l’expérimentation impossible. Les booufs sont 
couverts de tiques dés leur naissance. 

Au point de vue morphologique, les formes que nous avons 
observées rappellent a la fois le Piroplasma bigeminum type et 
le Piroplasma parvum. Dans ses travaux récents, Theiler 
regarde pareille association de formes comme relevant de 
deux espéces.distinctes associées : Pir. bigeminum et une espéece 
nouvelle, Pir. mutans, qui ne différe pas morphologiquement du 
Pir. parvum de la « fiévre de la céte orientale d’Afrique. » 

Pareille association existe, d’aprés Theiler, dans l'Afrique 
australe et & Madagascar. Elle parait bien exister aussi a Madras, 
d’aprés Christophers’, au Japon, d’aprés MivajimaetShibayama®, 
aux Indes néerlandaises. : 

Nos observations contribuent & montrer la grande géné- 
ralité de cette association et c’est une donnée dont il faudra 
tenir compte dans la discussion des conclusions de Theiler. 

Nha-Trang, 418 février 1907. 
I | 


TRYPANOSOMES 


En recherchant des piroplasmes sur le veau H. 610, animal 
de passage de peste bovine, nous avons trouvé un trypanosome 
trés différent du 7. evansi, voisin de celui décrit par P.-D.-E. 
Atolmes ‘ chez les bovidés de l’Inde, et qui nous semble offrir les 


1. Journ. comp. Path. a. Ther., t, XIX, déc. 1906 et t. XX, 1907. Voir Bull. 
Inst. Pasteur, t. V, p. 283 et 387. 
2. SrePHENS et CuristopHers, The practical study of the malaria, 2°.édition. 
3. Zeitschr. f. Hyg.,t. LIV, 1906. 
4. Analyses’in Bull. Inst. Pasteur, 1904, p. 1027 et 4908, DOr 
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plus grandes analogies avec le T. theileri Lav., tel quil est décrit 
par MM. Laveran et Mesnil, dans leur ouvrage bien connu. 

Morpuotocie. — Dans les préparations fraiches, le trypa- 
nosome se montre trés mobile, au moins autant que le 7. evansi. 
Il ne nous a pas paru posséder le mouvement « en fléche » du 
PT. lewisi, mais il quitte souvent le champ du microscope. On 
ne peut bien voir sa forme que sur des préparations faites 
depuis plusieurs heures, ses mouvements sont alors ralentis. 

Ce n’est que sur les lames fixées et colorées que l’on peut 
voir les détails d’organisation. Nous n’avons malheureusement 
pu employer la méthode de Laveran, le tannin s’altérant trés 
vite dans la colonie. Mais la méthode de Giemsa nous a donné 
des préparations trés lisibles. 

Le parasite (voir les fig. 41 & 49 de la planche)est grand, large, 
le flagelle bien développé. La membrane ondulante est souvent 
bien développée et offre alors de belles plicatures. Elle se ter- 
mine a un centrosome bien visible, dont la situation par rap- 
port au noyau est loin d’étre constante. Nous avons méme vu 
au voisinage, ce qui assimilerait le flagellé montrant cette 
anomalie au T. transvaaliense. On sait que Theiler affirme 
Videntité de ce dernier avec le T. theileri. La co-existence en 
Indo-Chine de ces deux formes semble venir a V’appui de 
cette maniére de voir. 

L’extrémité postérieure est trés allongée, trés effilée. Le 
parasite est d’ailleurs trés polymorphe, comme le montrera le 
tableau ci-dessous (les chiffres indiquent des ). 


A. Distance de lextrémité posté- 


rieure au centrosome......... Die 7 SER ea Ee 8,0 6, is 22,5 
B. Distance du centrosome au 
HOWE ceo gerard Ooc om Omer Go Les OM are ee le OO) 8, 0 Ge) 9 
C. Longueur de noyau........... re | Mame Ones te) 3,2 en 
D. Distance du bord antérieur du 
noyau a l’extrémité du corps..} 11,3] 14,6} 413 14,5. | 42,9 Aiton Tt 
E. Longueur du flagelle......... 17,7/16,2|17,7 |19,3 |16 14,5 
Aa Largour totale.) s0.¢5- ate he 3,6| 4,4] 3,22] 3,22|- 3,22) 6,4 
Longueur-totalerine 7 .Seecre nc 56,2|45,0/50,0 |53,14|45,1 | 66,2 


ee —————————————______  e 
On voit que ces dimensions se rapprochent beaucoup de 


celles indiquées par Theiler et par Holmes et Lingard. 
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Les formes d’involution sont fréquentes. On voit des formes 
en tétard qui semblent un mode particulier de multiplication 
(fig. 49). D’ailleurs, on voit aussi des formes de multiplication 
par scission longitudinale (fig. 44). 

On rencontre fréquemment des formes avec 2 pov 
(fig. 42, 45) qui ne paraissent pas se préparer autrement a la 
Hitasioel On trouve de plus des parasites 4 tous les stades 
de dégénérescence : depuis la forme, encore nette, ou le pro- 
toplasma pale, peu coloré, contient un noyau globuleux, jus- 
qu’au parasite réduit & un centrosome et flagelle. 

Certaines formes sont fortement granuleuses ; aux environs 
du noyau, une zone reste plus claire, offrant moins de granu- 
lations basophiles. 

On voit parfois des vacuoles, a siége variable, dont la réfrin- 
gence tranche nettement sur les grains fortement colorés du 
reste du corps. 

AcTION. suR L'HoTE, — Le trypanosome ne nous a pas paru 
modifier dune fagon appréciable le cours de la peste bovine 
chez H. 610, qui était aussi porteur de piroplasmes. 

Inoculé de peste le 3 avril, cet animal a présenté Vhabituelle réaction 
le 4¢ jour. Le 7e jour (10 avril), il subit le lavage péritonéal selon le procédé 
Nicolle. Ce n’est que le 16 avril que nous avons constaté la présence des 
Trypanosomes. I] en a toujours présenté 5-6 par champ (oc. 4, obj. 6), 
jusqu'au moment de la mort, le 22, dans la nuit. Les parasites avaient 
disparus 

Le relevé de températures ne montre aucune différence avec celui d’un 
autre animal de passage (voir ci-dessous). 
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A Vautopsie, en outre des lésions accoutumées de la peste, nous avons 
noté une congestion intense des poumons, des pétéchies sur le péricarde, 
Yaugmentation de volume de la rate. Il n’y avait pas d’anémie notable. 


Inocutations. — Des inoculations faites & deux rats, deux 
cobayes, deux lapins, un chien sont demeurées sans résultat, 
malgré la forte dose de sang injectée (5c. c. au chien, 3 aux 
lapins, 2 aux cobayes, 4 aux rats). - 

Un veau, 232 bis, recut dans la jugulaire 100 c. c. de sang 
de H. 610. Pour éviter Vinfection de Peste, on lui injecta 
100 c. c. de sérum antipestique sous la peau de l’encolure. 

L’examen de son sang, pratiqué journellement pendant un 
mois (jusqu’au 15 mai), ne nous a jamais révélé de Trypano- 
somes. 

Mais, le 10 avril, 5 jours avant d’avoir découvert les 
Trypanosomes chez H. 610, deux veaux neufs, H. 612 et H. 613, 
avaient recu chacun 4 c. c. de sang du premier pour effectuer 
la culture in vivo de notre virus pestique. 

H. 612 succomba trés rapidement du typhus (le 22 avril, 
en méme temps que H. 610) sans avoir présenté de parasites. 
L’examen du sang de H. 613, pratiqué quotidiennement a partir 
du 18, resta infructueux jusqu’au 22. Ce jour, nous avons trouvé 
un parasite pour 40 champs environ; le lendemain, 4 pour 30, et 
ainsi jusqu au 26, ou les parasites ont été plus rares, ainsi que 
le 27. Le 28, ils ont disparu définitivement. 

H. 613, quoique ayant eu une forme sévére de Peste, s'est 
remis peu apeu. 

Le 17 avril, avant d’avoir constaté la présence des parasites 
chez H. 613, il fut saigné pour les passages de peste et le veau 
H. 615 recut 1 c. c. de sang sous la peau. 

Nous ne ptiimes examiner H. 615, dont le sang fut, 7 jours 
apres, inoculé a la méme dose sur H. 616 et H. 617. 

H. 616 montra des parasites, non rares (1 pour 40 champs). 

Chez H. 617, l’'examen fut infructueux; mais son sang, 
injecté & H. 619 le 41¢ mai, devait contenir des parasites : dés 
le 10, H. 619 nous en montra de rares. 

Jamais ces veaux n’eurent de symptémes particuliers attri- 
buables 4 la présence du Trypanosome, mais ces symptémes 
pouvaicnt étre masqués par l’évolution du virus pestique. 

Nous n’avons pas trouvé le parasite chez les animaux 
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cucris de peste, qui avaient servi aux passages antérieurs a 
ll. 610. Ces animaux, réinoculés avec le sang parasite de 
H. 613, n’ont pas laissé apparaitre de parasites, Il est possible 
qu ils aient été infectés par une atteinte antérieure, au moment 


des passages hebdomadaires de peste, et que cette atteinte leur 


ait conféré Pimmunité. 

Le tableau suivant résume nos inoculations. 

\ ae (?) eye ( Veaux upiers pel 
POE Veant saath CH. 615 (2) —> 35," 617(—) —> H.649(+)- 
Les signes entre parenthéses indiquent le résultat des examens microscopiques. 
En résumé : 

to Il existe dans le sang des veaux d’Annam un Trypano- 
some, de grande taille, & l’extrémité postérieure allongée et 
effilée, présentant des formes d’involution. On voit des formes 
analogues a T. transvaaliense ; 

2° Ce trypanosome n’est pas inoculable a d’autres animaux 
que les Bovidés; 

3° Il peut étre trés rare, non décelable méme a l’examen 
microscopique journalier, mais présent dans le sang des ani- 
maux inoculés, car ce sang est infectieux ; 

4° Il parait conférer ’immunité contre une nouvelle atteinte ; 

5° Tous ces caractéres le rapprochent beaucoup de 7. theilert * 
méme ils n’identifient pas les deux parasites ; 

6° Son action pathogéne n’est pas nette. Il est possible que, 
en saison séche, sur des animaux débilités par le manque de 
nourriture, il puisse devenir dangereux ; | 

7° Au point de vue pratique, la présence de ce Trypano- 
some présente quelque intérét en raison de la confusion qu elle 
peut apporter dans la recherche des cas latents de Surra chez 
les Bovidés. A moins d’avoir acquis lhabitude de reconnaitre le 
parasite, les vétérinaires des épizooties ne devront se pronon- 
cer qu aprés inoculation au rat et au chien. 


Nhatrang, le 13 mai 1907. 


1. Les Trypan. du type de 7. theileri paraissent trés cosmopolites : on en a 
trouvé en divers points de l Afrique, en Transcaucasie (Lithe, Luhs), dans l’Inde 


anglaise (Durrant et Holmes, Lingard), tout récemment enfin & Singapour 
(Falshaw et Lingard). 
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FIG. 149 A50 DE LA PLANCHE XVII 


Les figures 19 a 40 concernent les hématozoaires endoglobulaires des 
beeufs de Nha-Trang. Les fig. 19 & 31 proviennent du boeuf 589; les fig. 32-35 
du beeuf 569; les fig. 36-38 du boeuf « jaune »; enfin les fig. 39-40 du 
veau P. s. g. Uncertain nombre ont été exécutées d’aprés les dessins de 
Vauteur; les autres ont été faites par M. Roussel, sur les indications de 
M. Mesnil, 4 la chambre claire (Leitz, oc. 4, obj. I.-H. 4/42, ch. claire 
Dumaige); toutes ont été uniformément agrandies de facon a ce que le 
grossissement soit de 2,000 diamétres environ comme pour les Piroplasmes 
du cerf de M. Denier (fig. 4 a 418). 

Les fig. 41 4 49 concernent les Trypanosomes. Les aquarelles ont toutes été 
faites d’aprés des dessins & la chambre claire de Dumaige (Leitz, oc. 4. obj, 
1. H. 1/42) sans agrandissements. Le grossissement est d’environ 1,100 dia- 
métres. 

La fig. 50 — piroplasme extraglobulaire de la méme préparation — est 
représentée au méme grossissement. 


STOMOXYIDES NOUVEAUX DU CONGO 


Par E. ROUBAUD 


Agrégé des sciences naturelles, 
Membre de la mission francaise de la maladie du sommeil, 


Les représentants du groupe des Stomoxyides, encore si 
mal connu, ne sont point a dédaigner au Congo frangais. Les 
Stomoxes en particulier sont excessivement nombreux et 
harcélent aussi bien les indigénes que les bestiaux. A Brazza- 
ville méme, on en peut capturer des quantités sur le corps des 
malades du sommeil. [I n’est pas rare, surtout chez les sujets 
profondément affaiblis et en somnolence continuelle, de voir 
perler le sang en gouttes nombreuses au niveau des piqtres 
qui parsément les pieds et les jambes de ces malheureux, dont 
Vinertie méme facilite l’attaque des mouches piqueuses. 

Outre ’espéce ubiquiste Stomoxys calcitrans, qui est particu- 
litrement abondante, nous avons pu retrouver plusieurs des 
formes récemment décrites par Griinberg * pour le Cameroun : 
St. glauca Griinberg est trés répandue, presque aussi com- 
mune que la précédente; St. inornata Griinberg, remarquable 
par sa trompe longue et gréle, est beaucoup plus rare. Nous en 
avons capturé trois exemplaires femelles, & plusieurs semaines 
d’intervalle, dans une des chambres de l’hopital européen qui 
nous servit de laboratoire pendant plusieurs mois, au début de 
notre installation. 

St. stellata et St. brunnipes Griinberg n’ont point encore été 
rencontrés. Mais il existe une forme nettement voisine de ces 
espéces par la couleur générale de ses pattes et par sa taille, 
espéce qui, pour l’ensemble de ses caractéres, se rapprocherait 
plutot de St. glauca. Il y a lieu, nous semble-t-il, d’y voir une 
forme spécifique distincte pour laquelle nous proposons le quali- 


ficatif e St. intermedia. 


* 
* * 


STOMOXYS INTERMEDIA ?0. Sp. 

Gris erne, & légére pubescence jaunatre. 

Espace interoculaire (¢) égalant le 1/3 delalargeur de la téte . 
1. Zool. Angeiger,t. XX, 3 avril 1906. 
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Front gris argenté, a forte bande médiane noire. Face gris clair. 
Antennes noires & 3° article fortement pubescent. Chite testacé 
pale & extrémité noire; palpes clairs atteignant le bord de 
Vépistome. 

Thorax grisatre a bande médiane plus claire. De chaque cété 
deux bandes longitudinales brun noiratre, peu marquées, sépa- 
rées dans toute leur longueur, n’atteignant pas l’écusson qui est 
uniformément gris jaunatre. Les épaules et les flancs sont plus 
clairs quela face dorsale du thorax. 

Abdomen gris jaunatre marqué de bandes marginales brun 
noiratre aux trois premiers segments, comme chez St. glauca. 
La bande médiane longitudinale est peu accusée. Dernier 
segment orné de deux taches punctiformes -d’un gris plus 
foncé. Face ventrale d'un gris noiratre. Fémurs noirs. Tous les 
tibias et les tarses entiérement testacés, ces derniers & peine 
plus foncés. 

Ailes trés légérement obscurcies a la base.Cuillerons blancs. 
Balanciers jaunatres.La femelle seule connue. Longueur 7 mm. 
Brazzaville. 

Pal 

Enfin nous avons capturé sur un boeuf porteur du Chari, 
appartenant au troupeau du gouvernement a Brazzaville et 
atteint de trypanosomiase, de nombreux exemplaires d’une 
belle espéce également inédite, rare d’ailleurs en raison de son 
habitat qui parait fort spécialisé. Les males, trés alertes, diffi- 
ciles & prendre, différent des femelles et se reconnaissent 
d’emblée a leur face jaune d’or et 4 leurs ailes fortement enfu- 
mées. Il en existe également une variété claire dont les ailes 
sont totalement incolores comme celles des femelles. Il y a la 
un dimorphisme intéressant a signaler chez les Stomoxes. 


STOMOXYS BOUVIERI 2. Sp. 


é. — Gris claira pubescence plus sombre, soyeuse et veloutée. 
Espace interoculaire égal au cinquiéme de lalargeur de la téte. 
Face et front d’un beau jaune d’or ou au moins gris doré, ce 
dernier pourvu d’une large bande médiane d’un noir de velours. 
Yeux d’un beau rouge a l'état frais. Antennes noires, le troi- 
siéme article gris pubescent. Chéete noiratre, palpes testacé 
clair, atteignant le bord de l’épistome. 
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Thorax offrant une large bande médiane gris d’argent 
comme les épaules, et de chaque cété deux larges bandes lon- 
gitudinales noir velouté, confluentes en arriére de la suture 
et n’atteignant pas l’écusson. Au-dessus de la base de l’aile,une 
bande de méme couleur. Sur l’ensemble, une pubescence eTis 
noiratre spéciale donnant un aspect soyeux. Flanes gris terne. 
Ecusson brun, abordure grise. 

Abdomen gris, dos marqué de noir comme St. glauca, en 
bandes marginales aux trois premiers segments. Bande médiane 
longitudinale trés étroite. Le dernier segment présente des taches 
gris foneé plus ou moins distinctes. Sur tous les segments, éga- 
lement, pubescence brun noiratre, obscurcissant toutes les 
teintes. 

Pattes entiérement noires, l’extrémité des fémurs et la base 
des tibias brun clair. 

Ailes entiérement et trés fortement teintées de brun. 
Balanciers et cuillerons également enfumés. 

Long. 6 mm. 5 a 7 mm. 

°. —Ressemble a St. glauca Gr., mais plus grand : les chétes 
antennaires entiérement noirs, les bandes noires longitudinales 
du thorax plus larges, l’écusson fortement marqué de noir au 
centre. A l’abdomen, la bande noire longitudinale médiane est 
plus large que chez le male et que chez St. glauca. Ailes, cuille- 
rons et balanciers entiérement incolores. 

Long. 6 & 7 millimétres. 


ST. BOUVIER!. UG’. CLARA 


Les males caractérisant cette variété ont les ailes, les 
balanciers et les cuillerons entiérement incolores, comme les 
femelles. La pubescence brun noiratre de l’abdomen est égale- 
ment moins accentuée; au thorax elle est nettement gris 
fer. Long. 6 & 7 millimétres. 

Les individus assez nombreux que nous possédons de cette 
espéce et de sa variété ont pour la plupart été capturés isolé- 
ment, & plusieurs mois d’intervalle, sur le méme bceuf trypa- 
nosomé, dans la haute brousse boisée qui s’étend derriére le 
laboratoire. Il nous a été impossible, jusqu’& présent, de la 
retrouver en d’autres endroits du plateau de Brazzaville, et 
notamment au parc a boeufs qui n’est distant du laboratoire, a 
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vol d’oiseau. que de quelques centaines de métres, mais qui est 
installé sur un versant déboisé complétement. Deux males types 
ont été trouvés a lile de M’Bamou, dans le Stanley-Pool, en 
compagnie de Glossines, dans un sentier frayé par les hippopo- 
tames atravers la haute futaie. L’un deux était gorgé de sang, 
et s’était vraisemblablement repu quelques heures avant sur ces 
gros mammiféres dont les traces étaient encore toutes fraiches. 
Il nous semble done quil s’agit bien ici d’une espéce vivant 
surtout aux dépens du gros gibier, dans la brousse, en dehors 
des habitations. Nous sommes heureux de dédier cette intéres- 
sante forme a notre maitre, M. le professeur Bouvier. 


* 
* * 


Les Stomoxyides du genre LypErrosia — sont aussi repré- 
sentés au Congo frangais. A Brazzaville, nous avons pu pren- 
dre, également sur un boeuf trypanosomé du gouvernement, 
un couple d’une petite espéce voisine de LZ. Thirouxi. E. Roub., 
du Sénégal. Elle se distingue cependant par la forme des palpes, 
plus allongés et & base beaucoup plus gréle, et la couleur 
claire des pattes qui suffit tout de suite également a la diffé- 
rencier de L. irritans L. Bien que trés rares et n’ayant encore été 
rencontrés qu’a Brazzaville, ces petites dipttres sont intéres- 
sants 4 signaler, car il y a lieu de redouter pour l'Afrique, avec 
les progrés de la civilisation, une extension ultérieure du genre, 
comme cela s'est produit pour Amérique. 


LYPEROSIA PALLIDIPES 2. Sp. 


D’un gris noiratre, a pattes jaune clair. Antennes en 
entier brun clair ; le chéte antennaire 4 6 ou 7 soies dorsales, 
entiérement noir. Palpes trés pales, d’un blanc jaunatre, en 
massue, un peu plus longs et plus gréles que chez L. Thirouxi. 
Trompe rougeatre, noire a l’extrémité. Hanches, fémurs, 
tibias, entitrement paies, Les tarses un peu plus foncés aux 
derniers articles. 

Tout le reste comme chez L, Thirouxt, 2 9. Long, 24 


3 millimétres. 


Note biologique sur un type adapté de Simulium reptans 
du Congo équatorial 


Par E. ROUBAUD. 


En parcourant les grandes plaines du pays M’Bochi et du 
pays Batéké, en bordure de |’Alima, dans le Congo équatorial, 
nous avons observé en de nombreux points l’existence d'une 
petite espéce de Simulies dont nous ne soupgonnions pas encore 
la présence en Afrique centrale. Jusqu’alors la seule forme 
connue, S., damnosum Theob., était une espéce exclusivement 
africaine, présentant une extension géographique énorme @& 
travers toute Afrique équatoriale et tropicale ; et l’existence 
d’un appareil respiratoire larvaire, tout a fait spécial, développé 
sous la forme de branchies cloacales exsertiles en rapport 
avec les trachées, expliquait d’une facon intéressante la localisa- 
ion exclusive de cette espece dans les contrées trés chaudes 
de l’Afrique. 

La nouvelle forme dont il s’agit Spears ta au. contraire 
a lespéce européenne, d’ailleurs largement ubiquiste, S. rep- 
tans L. 

Cette espéce est de taille plus petite (2 millimétres), deteintes 
plus uniformes et moins vives; mais la constitution morpholo- 
gique de ses griffes et de ses tarses, la forme de l’abdomen, bref 
tous les caractéres spécifiques essentiels autorisent ’A la consi- 
dérer comme une forme représentative de la eh commune des 
Simulies d’Europe. i ! 

Cette petite espéce est exclusivement et rts largement 
répandue dans tout l’Alima, depuis Tsambitnou (Sainte-Rade- 
gonde) jusqu’a Lékéti.. On peut done l’envisager comme carac- 
téristique des plaines accidentées du pays équatorial. Or, en 
examinant ses larves, nous les avons trouvées ‘pourvues des 
mémes branchies trachdeanes que celles antérieurement signa- 
chez les larves de S. damnosum Theob. Alors que les larves 
européennes ne présentent que trois courts coecums rétractiles 
n’ayant pour assurer l’hématose qu’une valeur insuffisante, les 
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larves adaptées aux contrées chaudes présentent trois larges 
branchies pennées rétractiles 4 l’extérieur du cloaque, et en rap- 
ports intimes avec le systéme clos des canaux trachéens. La 
forme de ces appendices respiratoires d’adaptationest exactement 
la méme que celle offerte par leslarves de lespéce strictement 
africaine ; le nombre des digitations disposées en gouttiére, de 
part et d’autre de Vaxe des trois branchies, varie avec l’age des 
larves, mais parait étre sensiblement le méme pour des larves 
de méme age chez les deux espéces. Il y a donc la un fait 
d’adaptation identique, particuliérement digne dintérét chez 
Pespéce ubiquiste qui est surtout fréquente dans les contrées 
froides ou tempérées. 

Ces Simulies étaient particuliérement répandues, a l’époque 
de notre passage, dans la moyenne Alima. A Okoyo et a Lékéti 
(Haute-Alima), elles étaient sensiblement plus rares, mais, 
WVaprés les renseignements recueillis dans les diverses localités, 
commengaient seulement a faire leur apparition pour pulluler 
plus tard en saison séche. 

A Bounji (Saint-Frangois), leur abondance était extréme et 
singul érement importune. Les adultes fréquentent surtout les 
plaines semées de hautes termitiéres, qui regorgent de gros 
gibier. Dissimulées dans les hautes herbes, surtout au voisinage 
_ des marigots ot viennent s’abreuver les antilopes, les boeufs 
sauvages et les cléphants, elles attendent le passage de leurs 
hdtes pour se gorger de leur sang. On les rencontre ainsi trés 
loin des ruisselets superficiels, d’eau trés courante, ot les larves 
se développent. Au point de vue pratique, l’incendie des herbes 
de la brousse, surtout facile en saison séche, est donc tout 
indiqué pour se débarrasser en partie de ce véritable fléau. Les 
piqdres de ces minuscules petites mouches sont en effet trés 
douloureuses et provoquent une enflure locale assez persis- 
tante. 

Enfin, nousavons observé, dans les marais du Stanley-Pool 
et dans les montagnes du « Couloir », & Vembouchure du 
Kassai, quelques rares exemplaires d'une forme voisine de 
S. aureum Fries, de l'Europe septentrionale, mais de taille 
réduite. Il est vraisemblable qu’il s’agit encore ici d’une forme 
représentative, adaptée de méme maniére que la précédente 
a la vie dans les ruisselets des contrées chaudes. 


Le Gérant : G. Masson. 


Sceaux, — Imprimerie Charaire. 
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